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(ber den Milchsiurestoffwechsel des Zentralnervensystems. |’. 


Von 
Hans Jungmann. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Breslau.) 
(Eingegangen am 2. August 1928.) 


Uber die Rolle, die die Milchsiure im Stoffwechsel des quer- 
gestreiften Muskels spielt, und tiber die Bedeutung, die sie fiir seine 
Funktion besitzt, sind wir durch die Arbeiten von Embden und Me yerho{ 
und deren Schiiler weitgehend aufgeklirt. Das Vorhandensein von 
Milchsiure ist auch sonst in fast allen Kérpergeweben nachgewiesen 
worden, doch gibt es nur sparliche Untersuchungen, die sich mit der 
funktionellen Bedeutung der Milchsaiure bei anderen Organen jals dem 
Muskel befassen. Fiir das iiberlebende Riickenmark von Frosch und 
Kréte soll eine derartige Untersuchung hier vorgenommen werden. 

Das Vorkommen von Milchséure im Zentralnervensystem ist seit 
langerer Zeit bekannt. Da aber die betreffenden Untersuchungen in 
der Hauptsache am Gehirn von Warmbliitern angestellt wurden, war 
neben der Feststellung ihrés Vorkommens tiberhaupt einzig die Unter- 
suchung auf Anderung ihres quantitativen Verhaltens bei Erstickung 
des Tieres, in Analogie zum Muskel, méglich. 

Derartige Untersuchungen wurden von Me Ginty (1) und Holmes (2) 
angestellt und zeigten einen sicheren Anstieg der Milchsaure bei verminderte1 
oder abgeschnittener Sauerstoffzufuhr. Von ersterem Autor wurde fernerhin 
bei langerem Aufenthalt des Gehirns im Brutschrank eine Vermehrung der 
Milchséure gegeniiber ihrem Anfangswert beobachtet. Die gleichen Resultate 
zeigten mit anderer Methodik Warburg, Posener und Negelein (3), Lobel (4), 
der im Meyerhofschen Institut mit Hirnschnitten nach Warburg arbeitete. 
Uber die Milchséurebildung im peripheren Nerven des Kaltbliiters unter 
aeroben und anaeroben Verhiltnissen gibt die Arbeit von Gerard und 
Meyerhoj (5) AufschluB, die vorwiegend mit der Warburgschen Methode 
arbeiteten und Milchséure direkt nur in einem kleinen Teile ihrer Ver- 
suche bestimmten. 


1 Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der 
Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt, der ich auch an dieser Stelle meinen 
besten Dank ausspreche. 
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H. Jungmann: 


In einer gréBeren Zahl von Arbeiten hat Winterstein mit sein 
Mitarbeitern den Kohlehydratumsatz des iiberlebenden Froschriicke: 
marks untersucht und dabei tiber den Glykogenstoffwechsel des Zentr: 
nervensystems (5) Feststellungen gemacht, die médglicherweise de 
nervisen Substanz eine wesentlich andere chemische Grundlage ihre: 
Funktion zuwiesen, wie wir sie vom Muskel her kennen. Die auffalligst: 
Resultate waren eine Vermehrung des Glyvkogengehaltes der gereizt: 
oder unter anaeroben Verhaltnissen gehaltenen Riickenmarkshalft: 


gegeniiber der ungereizten bzw. in Sauerstoff befindlichen. Zur weitere: 


Klarung dieser Verhaltnisse bedurfte es einer eingehenden Analyse des 
Milchsaurestoffwechsels des Zentralnervensystems, seiner Verinderung 
bei Reizung, in anaerobem Zustande, seiner Beziehung zum Glykogen 
und Cerebrosidumsatz, dem Traubenzuckergehalt der AuBenfliissigkeit 
zum Sauerstoffverbrauch des Organs, kurz seiner Einordnung in de: 
Stoffwechsel- und Funktionszusammenhang tiberhaupt. Einen ersten 
Beitrag zu diesen Problemen, deren Untersuchung wir in Angriff gé 
nommen haben, bringt die folgende Mitteilung. 


Methodik. 


Zur Bestimmung der Milchséiure verwandte ich die kolorimetriscly 
Methode, die von Mendel und Goldscheider (7) fiir die Blutmilchséure ar 
gegeben war. Nach Eiweibfallung durch Metaphosphorsaiure und Zucke 
fallung durch Kupferkalk, nach Salkowski-van Slyke, wird bei ihr di 
Milchséure durch Kochen mit Schwefelséiure in Acetaldehyd iiberfiihr 
Letzterer wird mit Hilfe der Rotfarbung kolorimetrisch bestimmt, die 
Veratrolzusatz entsteht. Als einzige Abweichung erlaubte ich mir d 
Ubernahme der von Dische-Laszlo (8) in Deutschland eingefiihrten Eiw: 
fallung durch Schwefelsiure und Natriummetaphosphat, um der Schwe: 
léslichkeit und Veranderlichkeit der reinen Metaphosphorséure aus de: 
Wege zu gehen. Im Verlauf der Arbeit erschien eine Mitteilung von Riess 
und Mitarbeitern (9), tiber die Brauchbarkeit dieser Methode fiir Org 
untersuchungen, deren lobendem Urteil ich in fast jeder Beziehung 
stimmen kann, und auf die ich verweise. Die Schwierigkeit bestand haut 
sichlich darin, geeignete Vergleichsméglichkeiten zu finden, da, wie au 
den Tabellen hervorgeht, der Milchsauregehalt der einzelnen Riickenmark: 
in ziemlich weiten Grenzen variiert. Lie man die Cauda equina am Riicke: 
mark daran, so zeigte sich in Vorversuchen, daB in den oberen Partic: 
sich weit mehr Milchséure wie in den unteren fand, und sich keine fest 
Beziehung zwischen den beiderseitigen Mengen aufstellen lieB. Eine Lang- 
teilung des Riickenmarkes, wie ich sie zuerst vornahm, erschien als « 
zu weitgehender Eingriff und wurde deshalb aufgegeben. Ich griff daly 
zu dem Ausweg, stets zwei Riickenmarke auf einmal zu verarbeiten, 
denen ich je einen oberen und unteren Teil mit dem entgegengesetzt 
des anderen zusammen dem Versuch unterwarf. DaB dieses Vorge! 
eine Vergleichsméglichkeit bot, geht aus den spiteren Tabellen hery 

In den meisten der Versuche ging ich folgendermaBen vor. Der Fros: 
wird dekapitiert, das Riickenmark nach Winterstein exstirpiert — in einig 
Versuchen mit darangelassenem Reflexbein gewaschen, mit etwas 
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efeuchtetem Filtrierpapier von anhaftender Fliissigkeit befreit, in zwei 
leile quer geteilt, und jeder Teil fiir sich gewogen. Von je zwei Riicken 
narken werden dann je eine obere und untere Halfte zusammen in zwei 
kleine, etwa 5cem fassende, oben mit durchbohrten Gummistopfen ver 
chlossene Réhrehen getan, in denen sich je 2cem 0,6°,ige NaCl-Lésung 
befinden, und durch die kontinuierlich Sauerstoff oder Stickstoff durch 
veleitet wird. Am Schlusse des Versuches werden die in einem Réhrcehen 
befindlichen Teile herausgenommen und sofort in einem etwa 40 cem 
assenden Glasrohr aus Jenaer Glas mit besonders starkem Boden in fliissige 
Luft gehaingt. Nach kaum 5 Sekunden ist der ProzeB vom Herausnehmen 
les Riickenmarks aus der Lésung bis zum Steinhartgefrieren vor sich 
vegangen. Im gefrorenen Zustande wird das Organ in dem betreffenden 
Rohre selbst unter Zuhilfenahme eines passenden Pistills zerstampft, 
las Pistill abgespilt, und die Fliissigkeit bis zur Marke 6 ccm aufgefiillt. 
Nach dem <Auftauen werden je lLeem n/2 Schwefelséiure und 0,5 °jige 
Natriummetaphosphatlésung zugegeben, das Ganze durch leichtes Schiitteln 
vemischt und einige Stunden stehen gelassen. Dann wird filtriert, der 
Zucker nach van Slyke gefallt, abzentrifugiert, und die Milchséure nach 
Vendel bestimmt. Die AuBenfliissigkeit wird fiir sich verarbeitet, bedart 
aber keiner Eiwei®fallung, und auch die Zuckerfaéllung wurde nur vor 
yenommen, um gegeniiber den Versuchen mit Traubenzuckerzusatz keine 
Anderung in der Methodik aufkommen zu lassen. Die im Riickenmark 
selber und in der AuBenfliissigkeit gefundenen Milchsiuremengen werden 
zusammengezahit, auf Prozente umgerechnet und mit den entsprechenden 
der anderen Halfte verglichen. 


Ich habe oben schon bemerkt, daB ich dem Lobe, das Riesser und 
seine Mitarbeiter der Mendelschen Methode bei Organbestimmungen 
rollen, nach meinen Erfahrungen durchaus zustimmen kann. Es sei mir 
nur gestattet, auf einige Einzelheiten kurz hinzuweisen. Mendel spricht 
in seiner Arbeit davon, da®B Schwefelsiure nicht verwendet werden diirfte, 
die mit destilliertem Wasser und Veratrol eine Griinfarbung annahme. 
Er erwahnt nicht, daB, wie meine Erfahrungen inmmer wieder zeigen, manche 
zunachst einwandfreie Schwefelsfiure von selbst nach mehrtadgiger Be 
nutzung mit Wasser und Veratrol allein eine Rotfarbung geben kann, 


die eine weitere Benutzung der betreffenden Schwefelsiure ausschlieBt 


Es ist also notwendig, mdéglichst zahlreiche Wasserproben anzustellen, 
zumal da die von Kahlbaum gelieferte Ampullenschwefelsiure bei allen 
Vorziigen fiir eine gréBere Bestimmungsreihe zu teuer sein diirfte (10 cem 
30 Pfg.). Zweitens méchte ich selber meine Milchséiurewerte, vor allem 
die der vorliegenden Arbeit, vorlaufig nur als relative betrachten, da bei 
der teilweisen auberst geringen Gewichtsmenge, mit der ich arbeiten mubte, 
die Bestimmung, vor allen Dingen in den AuBenfliissigkeiten, méglicher- 
weise etwas zu hohe Werte geliefert hat. Dies lABt aber den Wert meiner 
Bestimmungen als Verglei hswerte vollkommen unbeeinfluBt. 


Meine Versuche wurden teilweise an Rana esculenta, zum Teil an 
italienischen Kréten vorgenommen. Letztere wurden hauptsichlich zu 
den Versuchen mit Reflexpriparaten benutzt, fiir die sie sich ihrer langen 
Cauda equina wegen nach Baglioni (10) besonders eignen. Ein Untersehied 
in der Art der Milchsaéurebildung oder in der Milchsiuremenge wurde bei 
beiden nicht gefunden. Da meine Versuche zum gréBten Teile in die Laich 
zeit (Mai—.Juni) fielen, mag ein EinfluB auf die Milchséiurebildung vor 
handen sein. Vergleichswerte aus den Wintermonaten fehlen vorlaufig 
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Versuchsergebnisse. 
A. Meine ersten Versuche beschaftigten sich nur mit dem Mile/ 
stiuregehalt der AuBenfliissigkeit. Sie wurden in der Weise vorgenomme: 


da das priparierte und gewogene ungeteilte Riickenmark zum Teil 


im Zusammenhang mit seinem Reflexbein in 1 ccm Sauerstof! 
durchstrémter 0,6°,iger NaCl-Lésung gebracht, und diese Lésung 
stiindlich gewechselt und auf Milchsiiure untersucht wurde. Es ergal 
sich in sehr zahlreichen Versuchen eine Kurve der Milchséureabgal« 
in mg Milchséiure, wie ich sie in folgender Tabelle 1 an drei Ver 
suchen zeige. 

Tah lle J. 





Gewicht 67 mg 75mg 


Milchsauregehalt 
onan Bes e+ « « 0,038 80 0,0174 0,040 
: 0.0164 0.0145 0.018 
0.0164 0.0104 0,020 
0.0114 0.0110 0.020 
0,009 0.0082 0.010 
0.0070 0.014 
0.0050 0,012 


Diese verhaltnismiBig groBe abgegebene Milchsiuremenge findet 
sich sowohl an den einfachen wie an den Reflexpraparaten, bei denen 
die Erregbarkeit bis zum Schlusse des Versuches vollkommen erhalten 
war, und laBt sich also keineswegs als Absterbevorgang deuten. Zu 
Feststellung etwaiger Anderungen der Milchsiureabgabe wurde i: 
einigen Versuchen bei dieser Anordnung das Riickenmark stundenweis 
direkt oder indirekt mit verschiedenen elektrischen Strémen gereizt 
in anderen an Stelle des Sauerstoffs 1 bis 2 Stunden lang Stickstoff 
oder Wasserstoff bis zu vélliger Aufhebung der Erregbarkeit durch dix 
Lésung geleitet. Die gefundenen Anderungen aber waren, wie Tabelle lI 
zeigt, wenn iiberhaupt, so auBerordentlich geringfiigig und keineswegs 
eindeutig, daB ich diese Versuchsanordnung verlie} und mich der Ver 
arbeitung des Riickenmarks selber auf seinen Milchsauregehalt 2: 
wandte. 

Tabelle II. 





Gewicht 55 mg 99 mg 60 mg 


Milchsauregehalt 
“oo * Ser 0,025 0,027 0,022 
2 0,018 0.025 (N) COLO 
0,018 (A 0,021 0.010 
0.013 0,021 0,010 
0,013 0,021 
0,019 (N)* 
0.016 


7 


* Unregbar. — ** Faradische Reizung 
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Von Wichtigkeit erscheint fiir unsere spateren Versuche folgende 
Feststellung. Der von mir verwandte Stickstoff enthielt 2°,, Sauerstoff 
{us den Reflexversuchen kann ich trotzdem mit Sicherheit sagen 
daB nach 40 Minuten Stickstoffdurchgang eine gerade noch reversible 
nach 1 Stunde Durchgang eine irreversible Aufhebung der Erregbarkeit 
eingetreten war, ich also nach 1 Stunde mit voélliger Erstickung rechnen 
konnte 

B. Um einen Uberblick tiber die im Riickenmark des Frosches 
iiberhaupt vorkommenden Milchsiuremengen und zugleich einen 
Beweis fiir die Genauigkeit der Methodik zu geben, bringe ich als erstes 
die Versuche, in denen nach zwei- oder vierstiindigem Aufenthalt in 
Sauerstoff der Milchsiuregehalt in je zwei entgegengesetzten Halften 


zweier Riickenmarke bestimmt wurde. 


Tahe lle Ill. 





a) Langs geteilt: 


a) Slmg 

A. 0,017 

I. 0,079 
0,096 


0,118 % 


a) 1l4mg 

A. 0.0202 

I. 0.0900 
0.1102 
0,096 °%, 


a) 86 mg 

A. 0,0330 

I. 0.0816 
0.1146 
0,134 % 


Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, konnte ich 


8) 120mg 
A. 0.0204 


7) 6S mg 

I. 0.060 

A. 0,019 
0.079 
0.116 % 





b) Quer 


L. 0.0960 


0,1164 
0.096 » A 


3) 113 meg 
A. 0.048 
I. 0.115 


0.163 





0,144 ©, 
\uBenflissigkeit 


a) 104 mg 7) lll meg 


A. 0.0156 
I. 0,0624 
0.0780 


7r 0 
0,075 % 


geteilt: 


a) 140mg 
A. 0,032 
1. 0,072 

0.104 
0.074 ® 


54 mg 
A. 0,023 
. 0,090 
0,113 
0,209 % 


Innengehalt 


A. OO1LS 
I. 0.068 
0.086 


0.078 % 


3) 128 mg 
A 0.052 
I. 0.045 

0.097 


0.075 


i) 73 me 

4. 0.031 

I. 0,110 
0,141 
0,194 ° 


mit gutem 


Gewissen daran gehen, auf diesem Wege Vergleichswerte unter ver 
schiedenen Bedingungen zu erhalten. Als Fehlergrenze der Bestimmung 


wurde 0,015 °,, Milchsiure betrachtet 


EinfluB des Aufenthaltes in O,. Als zweites untersuchte ich, ob 
sich eine Anderung der sofort nach der Praparation gefundenen Milch 
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siure in zwei- bis vierstiindigem Aufenthalt in O-durchstrémter Lésung 


findet. 


Nach 2 Stunden Sauerstoffdurchgang war ein Unterschied 


nur in wenigen Fallen festzustellen und fiel in den meisten Versuchen 


in die Fehlergrenze (Tabelle LV). 


Tabelle 


IV. 





Halfte 
2 Std. in Sauerstoff 


a) 79 mg 
A. 0,924 
I. 0,154 
0,178 
0,226 °% 


a) 105mg 
A. 0,027 
I. 0.137 
0,164 
0,156 % 


Anders nach 


4 Stunden 


Sofort verarbeitet 


8) 76mg 


1. 0.163 


0,220 


8) 10Ll mg 


. 0,153 





0,151 % 


T abe lle 


Halfte 
2 Std. in Sauerstoff 


a) 108mg 
A. 0,023 
I. 0,103 
0,126 
0,116 % 


a) 100 mg 

A. 0,017 

I. 0,094 
0111 
0,111 ° 


(Tabelle V). 


Sofort verarbeitet 


3) 115 me 


I. 0,110 


0,093 ° 


3) 100 mg 


I. 0,099 


0,099 ' 





Halfte 
4 Std. in Sauerstoff 


127 mg 
. 0.031 

. 0,110 
0,141 
0,110 °, 


83 mg 
A. 0.065 
. 0.086 
0,151 
0,182 % 


Sofort verarbeitet 


8) 129 mg 


. 0.131 


0,102 %, 


8) 87 mg 


I. 0,110 


0,126 %, 





Halfte 
4 Std. in Sauverstoff 


91 mg 
A. 0,042 
. 0.094 
0.1356 
0,149 % 


101 mg 
A. 0,049 
. 0,146 
0.195 
0,193 % 


Sofort verarbeitet 


8) 94 me 
lei 
I. 0,067 hal 
alle 
0,072 ° bet 
unc 

3) 109 mg 


I. 0.137 


0.126 


Die hier angefiihrten Werte erreichen einmal sogar das Doppe!t 
Es findet also auch in O-haltiger Lésung eine N« 
Jedenfalls liegt die Menge der tiberhaup* 
0.075 bis 0.2 


der Anfangszahl. 


bildung von Milchsaure statt 
in Sauerstoff gefundenen 
schwankend um einen Mittelwert 0,14 °, 


Milchsaure 


zwischen 





Dieser Wert liegt etwas hol. 
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ls der von Gerard und Meyerhof fiir den peripheren Nerven und von 
Riesser in einigen Versuchen fiir das Meerschweinchengehirn angegebene 
Wert von 0,1 °%,. Diese Verschiedenheit ist méglicherweise im ersteren 
alle auf eine solche des Substrats zuriickzufiihren. Wie schon friiher 
rwahnt, fand ich erhebliche Unterschiede im Milchsauregehalt zwischen 
ler oberen und der unteren Halfte desselben Rtickenmarks zuungunsten 
ler letzteren, was ich auf das Vorhandensein der Cauda equina zuriick- 
fihre. Daf meine Annahme richtig war, geht aus der Tabelle VI 
nervor 


Tabelle VI. 





Obere Halfte Untere Halfte 
71 mg (mit Cauda equina) $81 mg 
A. 0.017 A. 0,017 
1. 0,120 I. 0,096 
0,137 0,113 
0,193 °, 0,140 % 


Obere Hilfte Untere Halfte (Cauda equina 


59 mg abgeschnitten) 53 mg 
A. 0.044 A. 0,045 
1. 0.108 I. 0.086 

0,152 0,131 

0,258 % 0,247 % 


Einflup der Erstickung. Es folgen Versuche, bei denen der eine 
Teil des Riickenmarks in Stickstoff-, der andere in Sauerstofflésung ge- 
halten wurde. Im Gegensatz zu den Versuchen an der AuBenfliissigkeit 
illein (vgl. Tabelle II), ergaben die Versuche am Riickenmark selber 
betrachtliche Vermehrung der Milchséure nach Stickstoffdurchgang 
und eine Abhangigkeit von der Dauer desselben 


Tah lle Vil. 





Stickstoff Sauerstoff Stickstoff Sauerstoff 


1. 4 Std. 2. 45Std. 
a) 108 mg 8) 116mg a) 92mg 8) 93.5 mg 
A. 0,048 A. 0,039 A. 0,154 A. 0,043 
I. 0,168 I. 0,120 I. 0,127 I. 0,120 


0,216 0,159 0,281 0,163 
0,200 %, 0,137 © 0,305 % 0,173 % 





o 
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Tabelle VII (Fortsetzung). 











Stickstoff 





Sauerstoff 





Stickstoff 


4. 






a) 77mg 3) 70mg a) 113mg 
A. 0,130 A. 0,030 A. 0,015 
. 0,149 I. 0.077 lL. 0.166 
0,279 0,107 0,181 
0,362 % 0,153 % 0,160 % 

















diese Angabe bestiatigen. 


Tabelle VIII. 









2 Std. 





Am peripheren Nerven konnten Gerard und Meyerhof im Gegensatz 
zum Muskel ein Verschwinden der im Stickstoff angesammelten Milch 
siure in Sauerstoff nicht feststellen. Ich kann fiir das Riickenmar!] 












Sauerstoff 





3) 107 mg 
A. 0,015 
I. 0.120 
0,135 
0,129 ° 



























2 std. b) 2 Std. Stickstoft 


a) 1 Std. Stickstoff 
Sauerstoff u. 1 Std. Sauerstoff 


u. 1 Std. Sauerstott 








8) 87 mg a) 79 mg 





a) 82mg 
A. 0,056 A. 0,022 A. 0,038 
I. 0,125 1. 0,108 I. 0,110 
0,181 0,130 0.148 
0,221 %, 0,149 % 0,187 % 





a) 80 mg 8) 97 mg a) 93 mg 
A. 0,032 A. 0,040 A. 0,072 
1. 0,125 1. 0,114 I. 0,122 














0,194 
0,209 % 


0.157 0,154 
0,196 °, 0,159 % 








1 Std. 










¢) 1 Std. Stickstoff und 1 Std. Sauerstoff 
1. 
a) 98 mg 


A. 0,064 A. 0.080 
[. 0.115 I. 0,115 


0,179 0.195 
0,183 % 







a) li4mg 
A. 0,110 A. 0,067 
I. 0,173 I. 0,185 







0,252 






0,283 
0,248 % 





KinfluB der Reizung. 






Stickstoft 










Stickstoff 





8) 94 mg 








0,207 2 


“oO 


8) 102 mg 








0,247 % 


Ein unerwartetes Resultat ergaben di 
Versuche mit direkter faradischer Reizung. Wurde das Riickenmar! 






2 Std 





4) Sl mg 
A. 0,042 
I. 0.115 

0,157 


0,194 © 

























3) 9S mg 
A. 0,068 
1. 0,146 
0,214 
0.218 












































geh 
eint 
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mit 15 Schlagen pro Minute und einem Rollenabstand, der gerade der 


eginnenden Zuckung eines Nervenmuskelpraparats entsprach, 2 


2 oder 


; Stunden lang gereizt, so ergab sich nicht Vermehrung, sondern eine 


isgesprochene Verminderung der Milchsiuremenge. 


Tab lle 


IX. 





Gereizt 


— 


_ 


— = 


127 mg 
0,052 


. 0.086 


0.138 
0.109 ° 


164 mg 


. 0.0538 
. 0,094 


0,147 
0.089 


Ruhe 


?) 107 mg 

A. 0,060 

I. 0.108 
0,168 
0.157 of 

?) 146 meg 

A. 0.060 

I. 0.094 
0,154 


0.106 % 





c 


Gereizt 


a) $4mg 
A. 0,065 
I. 0,077 
0,142 
0,169 


x 


175 mg 


A. 0,055 


. 0,061 
0,116 
0,066 °% 


Ruhe 


7) 95 mg 

A. 0,092 

I. 0.094 
0.186 
0,200 % 


}) 155mg 

A. 0,962 

I. 0.082 
0,144 
0,093 °% 


Dagegen lieB sich eine Unabhangigkeit von der Reizung fiir das 
Riickenmark im anaeroben Zustande 


nachweisen. 





Tabelle X. 
Reizung in Stickstoff Ruhe in Stickstoff Reizung in Stickstoff Ruhe in Stickstoff 
a) 4 Std. b) 2 Std. 
1 a) Img 8) 138 mg 
a) 169mg }) 183 mg A. 0,080 A. 0,022 
A. 0.088 A. 0.038 I. 0,115 I. 0,299 
I. 0,209 I. 0,226 0,195 0,231 
0,247 0,264 0,187 % 0,169 % 
0,146 % 0,144 % 
2. 
a) 94mg }) 87 mg 
A. 0.016 A. 0.029 
I. 0,153 I. 0,137 
0,169 0,157 
0,180 % 0,180 % 





Wie aus Tabelle X hervorgeht, bleibt im Stickstoff der Milchsiure- 
gehalt der gereizten und ungereizten Seiten fast gleich. 


Entweder ist dies 
einfach der Ausdruck des Aufhérens der Erregbarkeit des 


Riicken- 


18* 
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marks tiberhaupt, oder die Verminderung der Milchsaurebildung 
an die Anwesenheit von Sauerstoff gebunden 

Eine Erérterung unserer Ergebnisse soll bis zur Fertigstellung 
Gang befindlicher weiterer Versuche aufgeschoben werden. 


Zusammenfassung. 


1. Es werden mit Hilfe der Mendel-Goldscheiderschen Veratr 
reaktion Milchséiurebestimmungen im Riickenmark von Frosch wu: 
Kréte ausgefiihrt 

2. Der Milchséuregehalt des in Salzlésung iiberlebenden Riick: 
marks wird im Mittel zu 0,14 °., gefunden 

3. Bei Untersuchung der Milchsiureabgabe an die Lésung ergi! 
sich eine Kurve. die mit hohen Milchsaurewerten beginnt, wu: 
dann mehr oder weniger rasch zu geringen Milchsaurewerten absinkt 
Noch nach 8 Stunden wird Milchséure an die Aubenfliissigkeit a! 
gegeben. 

4. Im Riickenmark findet sich auch in Sauerstoff nach 2 Stunde: 
eine geringe, nach 4 Stunden eine verhaltnismaBig starke Vermehrung 
des Milchsauregehaltes 

5. In Stickstoff bildet sich erheblich mehr Milchsaure als in de1 
gleichen Zeit in Sauerstoff. 

6. Die in Stickstoff angesammelte Milchsaure wird durch Sauerstoff 
nicht wieder beseitigt 

7. Reizung bewirkt in Sauerstoff eine Verminderung der Milc! 
saurebildung 

8. In Stickstoff bleibt die Milchsiuremenge von der Reizung 
unbeeinfluBt. 


Zum SchluB médchte ich nicht verabsdumen, Herrn Professo: 
Dr. Winterstein fiir die Anregung zu dieser Arbeit und seine re 


Unterstiitzung meinen ergebensten Dank auszusprechen 
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Zur Kenntnis des D-Vitasterins. 


Il. Mitteilung: 


Uber die Aktivierbarkeit des Ergosterins. 


Von 


A. Jendrassik und A. G. Keményffi. 
Mitteilung aus dem staatlichen ungarischen hygienischen Institut 


(Eingeqangen am 4. Auqust 1928.) 


Unsere friihere Mitteilung (1) befaBte sich mit Untersuchungen iiber 
die Aktivierbarkeit des Cholesterins. Die Forschungen von O. Rosen- 
heim (2), A. Windaus und A. Hess (3) zeigten aber, dal} das antirachi- 
tische Prinzip eher in dem bestrahlten Ergosterin zu suchen sei. Diese 
latsache lenkte die Aufmerksamkeit der auf diesem Gebiet arbeitenden 
Forscher auf das bestrahlte Ergosterin. Da wir die Méglichkeit vollauf 
teilen, da die Auffindung des D-Vitasterins durch das _ bestrahlte 
Ergosterin auf Grund gréBerer Konzentration erleichtert wird 
so haben wir auch unseren Untersuchungen diese Richtung gegeben 

Schon in unserer friiheren Mitteilung haben wir einige vorlaufige 
Versuche mit Ergosterin veréffentlicht und iibereinstimmend mit 
dem damals voéllig neuem Befund von A. Windaus (3) gezeigt, dab 


mit bestrahltem Ergosterin die experimentelle Rachitis ausgezeichnet 


zu heilen ist, in taglichen Dosen von m 


1000 ME 

Die seitdem veréffentlichten zahlreichen Ratten- und Kinderexperi 
mente haben die auBerordentlich groSe (tagliche Dosis fir Ratten ! j,9999 mz 
und 2 bis 4mg bei Kindern) antirachitische Heilkraft des bestrahliten 
Ergosterins volistandig bewiesen. Andererseits aber tasten wir noch in 
vélligem Dunkel iiber die Frage, was eigentlich in dem Ergosterm wahrend 
der Bestrahlung vor sich geht bzw. welche Umwandlungen das Ergosterin 
lurch Bestrahlung erleidet ? 

Es wurde von A. Windaus und R. Pohl (4), von Morton Heilbronn 
ind Kamm (5) gezeigt, dali das Ergosterin bei immer langer fortschreitender 
Bestrahlung im Gegensatz zum Cholesterin immer weniger durch Digitonin 
ausfallbar wird und da®B durch ausreichend lange Bestrahlung dw 
charakteristischen Absorptionsbinder ausgeléscht werden . Aus diesen 
Beobachtungen folgerten einige Forscher, daB bei fortschreitender Be 
strahlung das Ergosterin immer mehr sich zum Vitasterin D umwancd 
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O. Rosenheim (6) aber, der als erster den Zusammenhang zwischen d 
Dauer der Bestrahlung bzw. die mit dieser parallel gehende Umwandlur 
des Ergosterins und der Bildung des D-Vitasterins in Tierversuchen syst 
matisch untersucht hatte, fand dieser nachstliegenden Theorie entgeg. 
sprechende Tatsachen. Er fand, da Ergosterin in Lésung bestrahlt sein 
héchste Heilwirkung schon nach einer 14 Stunde erreicht, obwohl zu dies 
Zeitpunkt nur 10°, des Ergosterins umgewandelt war, wie er es dur 
die Abnahme der Digitoninfallbarkeit nachgewiesen hat. Das 4 Stunc: 
lang bestrahlte Ergosterin, welches schon 90°, Unfallbares enthielt, zeigt 
keine gréBere Heilwirkung, wie das nur 30 Minuten lang bestrahlte. 

Die Ursache dieses Verhaltens, der Vorgang der Aktivierung, di 
Verinderungen, welche das Ergosterin unter Bestrahlung erleidet 
das Reinigen des aktiven Produktes sind noch ungeléste Aufgabe: 
Der Lésung dieser Aufgaben etwas naher zu kommen, war das Zie! 
unserer Arbeit 

Dies versuchten wir auf zwei Wegen: Einerseits. indem wir das 
antirachitische Vitasterin, von dem in dem Ergosterin bei Bestrahlung 
bildenden anderen Verbindungen bzw. von dem unbetasteten Ergosterin 
abzusondern, oder wenigstens in gréBerer Konzentration herzustellen 
versuchten; andererseits strebten wir der Frage in jener Beziehung 
niher zu treten, da wir die verschiedenen physikalischen Konstanten 
des unter verschiedenen Versuchsbedingungen bestrahlten Ergosterins 
bestimmt hatten. 

Zu diesem Zwecke haben wir folgende Versuche ausgefiihrt : Fiir unser 
Versuchszwecke haben wir aus Hefe ein voéllig reines Ergosterin hergestellt, 
indem wir nach eigenem Verfahren das aus Hefe durch Verseifen und 
Extrahieren dargestellte Ergosterin durch fiinfmaliges Umbkristallisieret 
aus Alkohol reinigten. Das so gewonnene Ergosterin priiften wir auf Reinh« 
durch die Bestimmung des Schmelzpunktes und des Drehungsvermégens 


Das so gereinigte Produkt hatte einen Schmelzpunkt von 160,2° ( 


Das Drehungsvermégen war — 123° in Chloroform bei dem Kristal! 
wasser enthaltenden Stoff und — 126° bei dem wasserfreien. 


Samtliche von uns dargestellten Praparate wurden in Tierversuchen 
mit der iiblichen, in unserer friiheren Mitteilung schon eingehend be 
schriebenen Mac Collumschen ,,Line test’*-Methode gepriift 

Die Mehrzahl unserer Praparate wurde durch Bestrahlung eine 
moglichst konzentrierten alkoholischen Lésung gewonnen; bereitet 
durch Auflésung von 0,8 g Ergosterin in 250 cem 96°, igem Alkoho! 
Eine Petrischale, welche eine 10 mm hohe Schicht dieser Lésung enthie!t 
wurde in eine Blechdose gelegt, welche mit luftdicht aufschraubbare: 
Quarzplattendeckel und mit Ein- und Ausstr6mungsréhren versehe: 
war. Vor der Bestrahlung wurde die Luft mittels Kohlensaure ver 
dringt, und der Gasstrom auch wahrend der Bestrahlung aufrechit 
erhalten. Die Bestrahlung wurde mit einer Hanauer Analysenquar2z 
lampe von 3000 Kerzenstarke aus 25cm Entfernung vorgenommen 
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tiindiger Bestrahlung vier Praparate (Nr. 1 bis 4). Diese Priiparate wurden 
soooe ME in Tierversuchen gepriift. Die 
Ergebnisse sind in Tabelle 1 wiedergegeben. 


| taglichen Dosen von 


Tierversuche: Priiparate Nr. 1 bis 4. 


10000 und 


T abe lhe 


- 





Nr 


Lautende 


40 
0] 
4 


303 


106 


Ces 
schlecht 


Heilkost 


Kontrolle 
Kontrolle 

: 10000 mg t iglich 
30 Min. lang be- 
strahlt.ergosterin 
‘10000 Mg taglich 
30 Min. lang be- 
strahit.hrgosterin 
1/59000 mg taglich 
30 Min. lang be- 
strahlt.Ehrgosterin 

0000 NZ taglich 
30 Min. lang be- 
strahlt.Ergosterin 
. 109000 MZ taglich 
60 Min. lang be- 
strahlt.Ergosterin 
1/0000 mg taglich 
69 Min. lang be- 
strahlt.Ergosterin 
: 50000 ME taglich 
60 Min. lang be- 
strahlt. ergosterin 
10000 mg taglich 
120 Min. lang be- 
strahlt.E-rgosterin 
. 10000 MZ taglich 
120 Min. lang be- 
strahlt.Eergosterin 
‘1000 mg taglich 
10 Std. lang be- 
strahlt.Ergosterin 
‘/so00 Mag taglich 
10 Std. lang be- 
strahIt. Ergosterin 


Anfangs 


27 


IR 


to 
~! 


29 


26 


30 


29 


30 


26 


26 


Gewicht 


Nach 


44 
42 


37 


39 


45 


Nach 
3 Wochen 4Wochen 


47 
44 


46 


46 


Line test 


Bemerkungen 


Rachitis 
Rachitis 


Gute Heilung 


Gute Heilung 


Schwache Ab- 
lagerung 


Schwache Ab» 
lagerung 


Gute Heilung 


Gute Heilung 


Schwache Ab- 


lagerung 


Gute Heilung 


Gute Heilung 


Spuren der Hei- 
lung 


Rachitis 


Wie ersichtlich, fanden wir in Ubereinstimmung mit O. Rosenheim (6), 
da8 auch in alkoholischer Lésung und bei LuftabschluB bestrahltes Ergosterin 
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sich in der Weise verhalt, dab die Heilwirkung bei andauernder Bestrahlur 
nicht wachst. Im Gegensatz hierzu erwies sich, daB bei zehnstiindige 
Bestrahlung das Ergosterin iiberbestrahlt und die schon vorhand 
gewesene Heilkraft vernichtet wird. 

Um uns tiber die Umwandlung des Ergosterins ein Bild zu ver 
schaffen, haben wir die Schmelzpunkte und das Drehungsvermégen diese: 
Priparate ermittelt. Die diesbeziiglichen Daten sind in der Tabelle I} 
zusammengefaBbt. 

Tabelle II. 


Physikalische Konstanten: Praparate 1 bis 4. 





Praparat Schmelzpunkt Drehungsverméger 
Unbestrahltes Ergosterin, kristall., wasserhaltig 160,2°¢ 123 
Unbestrahltes Ergosterin, wasserfrei 126 
30 Min. lang bestrahltes Ergosterin 153.4 100 
60 = . 147.0 93 
12, - a . 137.0 — 81,6 
600 = ¥ a = 126.0 dunkel unbestimm 


Die Versuche O. Rosenheims, bei denen es ihm gelang, durch wieder 
holte Behandlung mit Petrolither aus dem bestrahlten Ergosterin 
unverandertes Ergosterin wiederzugewinnen, verstirkte in uns den 
schon gefabten Plan auszufiihren und das Problem von. einer anderen 
Seite anzugreifen, indem wir die Absonderung oder wenigstens dir 
Konzentrierung des aktiven Anteils des bestrahlten Ergosterins ver 
suchten. Zu diesem Zwecke haben wir jene Methode benutzt, die wir 
bei unseren friiheren, mit bestrahltem Cholesterin angefiihrten Versucl« 
mit Erfolg angewendet haben. 

Wir verfuhren folgendermaBen: 


4 


Wir haben nach der oben geschilderten Methode Ergosterin eine: 
halbstiindigen Bestrahlung unterworfen. Die alkoholische Lésung des 
Ergosterins wurde auf ein kleines Volumen eingeengt. Nach Abkiible: 
der Lésung auf 0° C wurden die ausgeschiedenen Kristalle von der Mutte: 
lauge durch Filtrieren getrennt. Durch Eindampfen der Mutterlaug: 
erhielten wir ein gelbes, eigentiimlich’ riechendes, halbkristallinisches 
Produkt (Praparat Nr. 5). Dieses Produkt, das wir aktive Fraktion genannt 
haben, wurde in Tierversuchen in !/s9999 Und */so9999 mg Tagesdosen au! 
Heilwirkung gepriift. 

Die bei der Darstellung der aktiven Fraktion zuriickgeblieben 
Kristalle wurden bei 35°C in Alkohol in konzentrierte Lésung gebrach' 
Diese konzentrierte Lésung wurde auf 20°C abgekiihlt, wobei sich einig 
Kristalle ausschieden. Diese Kristalle wurden von der Mutterlauge durc! 
Filtrieren getrennt und mit Alkohol gut ausgewaschen. Die so gewonnene! 
voéllig weiBen, perlmutterglinzenden Kristalle (Praparat Nr. 6), welches 
Produkt wir inaktive Fraktion nannten, wurde auch in Tierversuch: 
in */s999 mg tagliche Dosen auf Aktivitat gepriift. 


Wie aus der Tabelle III ersichtlich, erwies sich dieses Produkt 
als voéllig inaktiv. So wurde auch der logisch folgende Schritt getan 
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Tabelle IIl. 


Tierversuche. Fraktionierungsprodukte: Praparate Nr. 5 bis 7 





= = Gewicht 
. 3 
25 5 Heilkost oe Nach Nach Line test Bemerkungen 
s Z tangs 3Wochen 4 Wochen 
0 7 Kontrolle 29 45 56 Rachitis 
1 g Kontrolle 28 46 57 Rachitis 
11 Q Aktive Fraktion 
e000 mg taglich 31 49 52 +--+ +  Véllige Heilung 
2 Q  Aktive Fraktion 
1’ 0000 Mg taglich 29 52 54 +-+--+-+ Véallige Heilung 
LS 9° Aktive Fraktion 
oooo Ng taglich 28 49 59 ’ +++ Vé6llige Heilung 
114 Q@  Aktive Fraktion 
i 1000 ME taglich 28 43 52 t+ +--+ + Gute Heilung 
43 Q  Aktive Fraktion 
: oooo Ng taglich 31 47 54 t + Gute Heilung 
45 9 Aktive Fraktion 
100 000 MZ tag 29 D4 5S 
46 QQ Aktive Fraktion 
1 00000 Mg «sttagil 29 54 58 
47 *  Inaktive Fraktion 
‘e000 mg taglich 29 52 DD Rachitis 
48  Q  Inaktive Fraktion 
‘sooo Mg taglich 30 45 55 Rachitis 
357 ot Inaktive Fraktion 
aufs neue bestr 
! 10 0090 NE tag ich 34 4 65 t 
IDS ‘  Inaktive Fraktion 
aufs neue bestr. 
. 10 000 NZ taglich 35 54 64 one | t Gute Heilung 


und wir haben dieses inaktive Produkt aufs neue bestrahlt (Pré- 
parat Nr. 7). 

Die Tierversuche der Praparate Nr. 5, 6 und 7 sind in der Tabelle II 
wiedergegeben. Auch bei diesen Produkten haben wir die physikalischen 
Konstanten, wie Schmelzpunkt und Drehungsvermdégen, ermittelt und 


teilen die gefundenen Resultate in der Tabelle [V mit. 


Tabelle IV. 


Physikalische Konstanten: Praparate 5 bis 7. 





Praparat Schmelzpunkt Drehungsvermégen 
Aktive Fraktion. . ' HEC 18° 
Inaktive Fraktion . ; 160,5°C 122 


(kristallwasserhaltig) 
Inaktive Fraktion aufs neue bestrahlt . 153°¢ — 104° 
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Um die Umwandlung des Ergosterins auch auf chemischem Weg 
zu kontrollieren, haben wir die Verminderung der Digitoninfallbark« 
unserer wichtigsten Praparate bestimmt. Wir haben diese Unte: 
suchungen auch zu dem Zwecke durchgefiihrt, damit wir sehen kénne: 


ob die Abnahme des Schmelzpunktes und des Drehungsvermégens 


wirklich mit der Gesamtumwandlung des Ergosterins parallel geht 
Diese Untersuchungen waren in jener Hinsicht auch von grober Wichtig 
keit, da, ausgenommen der Versuche von O. Rosenheim, keine genau 
Zahlenangaben iiber die Mabe der Umwandlung vorliegen. Die Versuch: 
von O. Rosenheim waren aber nicht auf gravimetrischem Wege ausgefiihrt 

Wir verfuhren nach der bekannten Digitoninmethode von Windau: 
Von simtlichen untersuchten Praparaten wurden 0,035 g abgewoge 
in 10 cem Alkohol gelést und 12 ccm einer etwa 1 °,,igen alkoholische: 
Digitoninlésung zugegeben. Nach zweistiindigem Stehen in der Warm 
wurde abgekiihlt und mit Newbauer-Platintiegel filtriert. Der Nieder 
schlag wurde mit 1,5cem Alkohol und 10 ccm Ather nachgewasche1 
getrocknet und gewogen. 

Die Ergebnisse der Digitoninuntersuchungen sind in der Tabelle \ 
zusammengefabt. 

Tabelle V. 


Digitoninversuche. 





Abnabme der 


Abgewogene Menge des Digitonins 
Priparat Menge Niederschlags fallbarkeit 
8 g m= 
Unbestrahltes Ergosterin Pl 2 0,035 0,1236 
39 Min. lang bestrahltes Ergosterin . 0,035 0.1143 7.6 
120 , : i : 0.935 0.0848 31.4 
10Std. | : vas 0.035 Spuren fast 100 
Aktive Fraktion, Praparat 5 : 0,035 0,0302 19,5 


Wie ersichtlich, zeigen die Resultate der Tabelle V, daB in Uber 
einstimmung mit O. Rosenheim die Digitoninfallbarkeit mit der Dau 
der Bestrahlung parallel abnimmt, auch kann man daraus folger: 
daB die Verminderung der Digitoninfallbarkeit mit der Abnahme « 
Schmelzpunktes und des Drehungsvermégens in gerader Proporti 


j 


steht. Das 10 Stunden lang bestrahlte Ergosterin zeigt in diesen 
Versuch, daB schon alles Ergosterin umgewandelt ist. In der aktive: 


Fraktion konnten wir, wie erwartet, auch nur wenig unverandert: 
Ergosterin nachweisen. 


Wir untersuchten auch die Heilwirkung von unbestrahltem Ergoste: 
(Praparat Nr. 8) in Tierversuchen und da das in gewdhnlicher Weise o!} 


4 


LichtabschluB verfertigte Ergosterin kein ganz klares Bild zeigte, so habe 


wir ein Ergosterin im Dunkeln hergestellt (Praparat Nr. 9). Das so | 











ge 
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reitete Ergosterin zeigte wirklich keine Heilwirkung. Die Tierversuche 
er unbestrahlten Ergosterinpraparate sind aus der Tabelle VI ersichtlich. 


Tabelle VI. 


Tierversuche. Unbestrahltes Ergosterin: Praparate Nr. 8 und 9. 





a4 = Gewicht 
S 5 
o> 22 Heilkost Line test Bemerkungen 
3 & ~ £ Anfangs Nach Nach . 
a 2 ®° 3Wochen 4Wochen 
349 y Kontrolle 3) 41 47 Rachitis 
i ot Kontrolle 33 49 57 Rachitis 
351 y Unbestrahltes Er- 
gosterin, }/.9, mg 35 50 55 Schwache Ab» 
, lagerung 
552 «ot Unbestrahltes Fr- 
gosterin, !/-9. mg 35 5? 57 4 Schwache Ahb- 
lagerung 
366 ot Unbestrahites Er- 
gosterin, dargest 
i.Dunkeln,!/;99mg 30 42 60 — Rachitis 
167 ot | Unbestrahltes Er- 
gosterin, dargest. 
i.Dunkeln,'/.99mg 31 2 ‘0 Rachitis 


Wir beabsichtigten auch die Jodzahl unserer Praparate zu_be- 
stimmen, um das Verhalten der Doppelbindungen gegen die Bestrahlung 
zu erforschen. Die Jodzahlbestimmungen gaben aber mit der Vijschen 
Methode zu niedrige, mit dem Hiiblischen Verfahren zu hohe und sehr 
schwankende Zahlenwerte, so daB wir diesem Teil der Untersuchungen 
vorlaufig beiseite legen mubten. Bei der Untersuchung der Ursache 
der oben geschilderten Erscheinung beobachtete einer von uns, dab 
Jod mit Ergosterin eine schwarze, ziemlich unlésliche Verbindung 
eingeht, welche mit einem maBigen Uberschu8 der Jodchlorlésung 
nicht mehr reagiert. Diese Verbindung entsteht sogar noch leichter 
beim Reagieren von Ergosterin mit Jod, falls beide in Tetrachlorkohlen- 
stoff gelist sind. 

Wenn man zu in Tetrachlorkohlenstoff geléstem Ergosterin eine 
0,1°%ige Lésung von Jod in Tetrachlorkohlenstoff vorsichtig zutropfen 
laBt, so wird das Jod zuniichst entfarbt, mit einem geniigenden Uber- 
schu8 von Jod wird dagegen bald eine braunlich-rote Farbung hervor- 
gebracht. 1%, 1 und 2 Stunden lang bestrahlites Ergosterin entfarbt 
die Jodlésung nicht so schnell, und wenn nur wenig Jod zugesetzt 
wird, so bleibt auch die braunlich-rote Farbung aus oder sie erscheint 
in schwiacherem Grade. 

Wir haben diese Jodreaktion bei allen unseren Priparaten an- 
gewendet. So haben wir das Verhalten des unbestrahlten, des 
14, 1, 2 und 10 Stunden lang bestrahlten Ergosterins gegen Jodlésung 
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untersucht. Sowohl die aktive und inaktive Fraktion, wie auch di: 
aufs neue bestrahlte inaktive Fraktion wurden in dieser Hinsicht gepriift 

Die Farbreaktion ist aus zwei Vorgingen zusammengestellt. Di 
zu erwartende Reaktion hangt davon ab, wieviel Jod zum Ergosteri: 
zugesetzt wird. Im Laufe der Untersuchungen zeigte sich, da di 
groBten Unterschiede bei Verwendung diinner Lésungen zu erziele: 
sind. Verfahren wir nimlich so, dab} wir zu 5,0 cem einer 0,2 °,ige: 
Lésung des zu untersuchenden Praparats nur 0,5 ccm einer 0,1 °,ige1 
Jodlisung zusetzen, so kénnen wir, wenn die Versuche gleichzeitig 
ausgefiihrt werden, folgendes beobachten: 

1. Das Jod wird durch das unbestrahlte Ergosterin am schnellste: 
verbraucht. 
2. Eine halbe Stunde lang bestrahites Ergosterin entfirbt auch dir 


Jodlésung, aber langsamer. 

3. Diesen Unterschied zeigen in noch gréBerem Mabe die durch 
60 und 120 Minuten lange Bestrahlung verfertigten Praparate. 

4. Das 10 Stunden lang bestrahlte Ergosterin reagiert mit Jod 
tiberhaupt nicht mehr und die Originalfarbe der Jodlésung wird nicht 


verandert 

5. Die inaktive Fraktion verhalt sich ebenso wie das unbestrahlte 
Ergosterin. 

6. Die aktive Fraktion zeigt eine eigentiimliche Orangefarbe mit 
griinem Stich. 

7. Die aufs neue bestrahlte inaktive Fraktion verhalt sich so, wie 
wenn Ergosterin bestrahlt wire. 

Die nebeneinanderstehenden Reagenzgliser zeigen nach ungefahr 
5 bis 10 Minuten, wenn noch nicht alles Jod verbraucht ist, folgendes 
Bild: Ergosterin véllig entfarbt. Eine halbe Stunde lang bestrahltes sehr 
schwach violett, | Stunde lang bestrahltes starker violett, 2 Stunden 
lang bestrahltes noch starker violett mit orangem Stich, 10 Stunden 
lang bestrahites urspriingliche Jodfarbe; inaktive Fraktion véllig ent- 
farbt, aktive Fraktion Orangefirbung, inaktive Fraktion aufs neu 
bestrahlt schwach violett. 

Andere, jedoch mit dem oben geschilderten in gutem Zusammen 
hang stehende Farbreaktionen kiénnen beobachtet werden, wenn man 
mehr Jod zusetzt. Nehmen wir auf 5,0 ccm der obengenannten Lésung 
des zu untersuchenden Stoffes 1,5 ccm 0,1 °,ige Jodlésung, so kénnen 
wir nach einigen Minuten folgendes beobachten: 

1. Unbestrahltes Ergosterin zeigt eine rétlich-braune Farbung 
spiter einen schwarzen Niederschlag. 

2. Die Farbung der 44, 1 und 2 Stunden lang bestrahiten Praparat: 
ist immer heller bei langerer Bestrahlungszeit und zeigt eine immer 
mehr zur Orange sich naihernde Farbe. 
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3. 10 Stunden lang bestrahltes Ergosterin zeigt die unverinderte 

irbe der Jodlésung. 

4. Die inaktive Fraktion verhalt sich ebenso wie das unbestrahlte 

‘rgosterin. 

5. Die aktive Fraktion zeigt eine starke orangefarbige Reaktion 

6. Die aufs neue bestrahlte inaktive Fraktion zeigt eine hellere 
Farbe als das unbestrahlte Ergosterin oder wie die unbestrahlte inaktive 
Fraktion 

Nach langerem (10 bis 12 Stunden langem) Stehenlassen der 
Reaktionsmengen zeigen: Ergosterin und inaktive Fraktion griinlich- 
braune Farbe und schwarzen Niederschlag. 10 Stunden lang bestrahltes 
Ergosterin unveranderte Jodfarbe. 1 und 2 Stunden lang bestrahltes 
Ergosterin und die aktive Fraktion bilden, bei hellerer Farbe der 
Losungen, einen voluminésen weilen Niederschlag, und zwar zeigt 
sich dieser Niederschlag am wenigsten bei dem 1 Stunde lang bestrahlten 
Ergosterin und am meisten bei der aktiven Fraktion. 

Um die Méglichkeit einer eventuellen Umwandlung der in Alkohol 
bestrahlten Priaparate bei dem Eindampfen auszuschlieBen, haben wit 

eselben Praéparate auch durch Bestrahlung in Benzollésung dargestellt 
ind mit einer 0,1°,igen Jodlésung in Benzol in Reaktion gebracht. Die 
it dieser Benzollésung gemachten Versuche zeigten dieselben Reaktionen, 
wenn auch in schwacherem Grade. Diese Abschwiaichung kann seinen 
Grund sowohl in dem Umstande haben, da in Benzol die Jodreaktion 
sich schwacher zeigt, wie auch darin, da die Umwandlung des Ergosterins 
bei Bestrahlung in Benzollésung kleiner ist als in alkoholischer Lésung. 

Obschon das endgiiltige Ziel unserer Untersuchungen, die Isolierung 
und Identifizierung des D-Vitasterins, noch nicht erreicht wurde, 
glauben wir trotzdem einige niitzliche Beobachtungen tiber den Vorgang 
der Aktivierung des Ergosterins gemacht zu haben. 

Unsere Versuche verstarkten zunichst die Beobachtungen 0. Rosen- 
heims, daB Ergosterin schon nach einer halbstiindigen Bestrahlung 
seine maximale Heilwirkung 19009 tagliche Dosis fiir Ratten 
erlangt, was durch lingere Bestrahlung nicht mehr erhdht werden 
kann. Weitergehend konnten wir zeigen, da durch zehnstiindige 
Bestrahlung die schon erlangte Heilwirkung des Ergosterins zerstort 
wird. Der Vitamingehalt wachst daher nach einer '. Stunde nicht 
mehr, obwohl wie es aus der Abnahme der Digitoninfallbarkeit 


des Schmelzpunktes, des Drehungsvermégens und auch aus der Jod- 


reaktion mit Sicherheit gefolgert werden kann das Ergosterin durch 
die Bestrahlung fortlaufend verandert wird Nach zehnstiindiger 
Bestrahlung kann man schon nicht nur kein unverandertes Ergosterin 
nachweisen, sondern das schon gebildete Vitasterin wird auch zerstort 
Wenn man Ergosterin 10 Stunden lang bestrahit, fallt Digitonin nichts 
mehr aus, mit Jod bildet sich keine rétlich-braune Farbung, auch 
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kein schwarzer Niederschlag. Das Produkt enthalt also kein unve 
andertes Ergosterin mehr. Dieser Vorgang spielt sich sogar bei Luft 
abschluB ab. Die Tierversuche zeigen aber auch, da das schon vorh 
gebildete Vitasterin zerstért ist. Auch die Bildung der Orangefirbung 
mit Jod bleibt aus. Aus diesen Befunden laBt sich mit Sicherhe 
schlieBen: 

1. daB beim Bestrahlen des Ergosterins nicht nur das Vitasterin D 
sondern auch andere (eine oder mehrere) Stoffe gebildet werden und 

2. daB der aktive Stoff mit andauernder Bestrahlung zerstirt 
wird. Letztere Folgerung steht in gutem Einklang mit anderen Bi 
funden, wie Uberbestrahlen und Inaktivierung von Cholesterin w 
Lebertran. 

Die zunichst liegende Erklarung dieser beiden Folgerungen ist 
da8 durch Bestrahlung des Ergosterins aus diesem standig Vitasterin D) 
gebildet wird, welches aber als labile Verbindung durch die weiter 
Wirkung der Ultraviolettstrahlen wieder zerstért wird, wenn es scho: 
in gewisser Konzentration in dem Ergosterin sich vorfindet. Dieser 
Ansicht, welche bereits von O. Rosenheim als eine Alternative auf 
gestellt wurde, wird besonders durch unsere Fraktionierungsversuche 
bekraftigt. Wir haben nimlich durch diese Versuche gezeigt, dai) 
es méglich ist, durch Stéren des Gleichgewichtzustandes zwischen 
Ergosterin— Vitasterin—inaktiv gewordenes Produkt, dadurch, dai 
man die Bestrahlungsprodukte entfernt, mehr Vitasterin aus einer 
gewissen Menge Ergosterin herzustellen, als es mit gewéhnlicher 
einerlei wie langer Bestrahlung méglich ist. 

Durch unsere Fraktionierungsversuche konnten wir ein Produkt 
herstellen, welches die Heilwirkung des auf gewéhnliche Weise be 
strahlten Ergosterins um das Vielfache iibertrifft. Die Tierversuch: 
zeigen, da} Ergosterin 30 bis 120 Minuten lang bestrahlt, eine gute 
Heilung nur in der Grenzdosis von '/, 9999 mg hervorrufen kann. Die 
von uns dargestellte aktive Fraktion vermag dies auch in Dosen von 
1/9000 Mg. Dieses Produkt besitzt somit zumindest eine fiinffach: 
Aktivitat. Das bei der Fraktionierung zuriickgebliebene inaktiv: 
Produkt, welches sich als unverandertes Ergosterin erwiesen hat 
zeigte nach halbstiindiger Bestrahlung wieder die gewohnliche maximatk: 
Heilkraft von '/,9999 mg pro Ratte und Tag. Dieses Produkt verhielt 
sich ebenso, wie wenn nur Ergosterin bestrahlt ware. Die physikalischen 
Konstanten und die Jodreaktion waren dieselben wie jene des !., Stunde 
lang bestrahlten Ergosterins. 

Bei unseren Untersuchungen leisteten die von uns ausgearbeiteten 
Jodreaktionen gute Dienste. Die Resultate der Jodreaktionen lassen 
sich mit der oben geschilderten Auffassung des Bestrahlungsvorgangs 
in gute Ubereinstimmung bringen. Die oben angefiihrten Ergebniss: 
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ier Jodreaktionen kénnen folgendermaSen erklart werden: Unbestrahltes 
:rgosterin verbraucht eine gewisse Menge Jod. Bei Zugabe von gréferen 
lodmengen bildet sich ein schwarzbrauner Niederschlag, welcher in 
rganischen Lésungsmitteln mit brauner Farbe léslich ist. Bei immer 
nger fortdauernder Bestrahlung wird das Ergosterin immer mehr 
mgewandelt. Diese Veranderung macht sich bei der Jodreaktion in 
lem Sinne geltend, dab 
1. der Verbrauch an Jod kleiner wird und langsamer erfolgt und 
2. bei gréBerer Jodzugabe mit dem durch die Bestrahlung 


entstandenen Stoffen — ein orangefarbenes, lisliches Produkt sich bildet 

Zur Bildung dieses orangefarbenen Produkts wird Jod verbraucht 
und so bleibt der schwarzbraune Niederschlag auch bei denjenigen 
Priparaten aus, wo noch unverandertes Ergosterin vorliegt. Wenn 


man dagegen noch mehr Jod zusetzt, so erscheint bei den bestrahlten 
Produkten auch wenn unverandertes Ergosterin vorhanden ist 
der schwarzbraune Niederschlag, welcher die orangefarbene Reaktion 
verdeckt 
Wir wollen nicht aussprechen, dab diese Reaktion das Vitasterin D 

anzeigt, doch miissen wir die Tatsache feststellen, dab die Reaktion 
nur bei aktiven Produkten erscheint und das aktivste unserer Praparate 

die aktive Fraktion zeigte auch am stirksten die Orangefairbung 
Die inaktive Fraktion, unbestrahltes Ergosterin und iiberbestrahltes 
Ergosterin (10 Stunden lang bestrahlt), welche Praparate keine Heil- 
wirkung besitzen, zeigen auch keine Orangefarbung. Mit Sicherheit 
kann aber behauptet werden,.daB es durch diese Reaktion méglich ist 
festzustellen, ob Ergosterin in bestrahltem oder in unbestrahltem 
Zustande vorliegt. 

Zusammenfassung. 


In unseren Untersuchungen haben wir gezeigt: 

1. Da®B Ergosterin nach 30 Minuten langer Bestrahlung schon 
seine maximale Heilwirkung erlangt. 

2. DaB durch langere Bestrahlung diese Heilwirkung nicht mehr 
erhéht werden kann, obwohl das Ergosterin standig weiter umgewandelt 
wird. 

3. Mittels Fraktionierung mit Athylalkohol konnten wir ein mehr 
als fiinfmal aktiveres Priparat gewinnen als es durch einfache Be- 
strahlung des Ergosterins erreicht werden kann. 

4. Aus dem bestrahlten Ergosterin kann man noch unverandertes 
Ergosterin zuriickgewinnen, welches durch neue Bestrahlung wieder 
aktiviert werden kann. 

5. Nach zehnstiindiger Bestrahlung verliert das Ergosterin seine 
schon erlangte Aktivitaét und enthalt kein unverandertes Ergosterin mehr 
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6. Aus diesen Befunden kann die Folgerung gezogen werd: 
daB durch Bestrahlung aus dem Ergosterin fortwihrend Vitasterin 
gebildet wird, welches wieder durch Bestrahlung weiter in einen 
aktiven Stoff sich umwandelt. 

7. Diese Folgerung steht auch mit den Jodreaktionen in gut 
Einklang. Diese Jodreaktion laBt sich zur Entscheidung, ob Ergoster 
in bestrahltem oder in unbestrahltem Zustande vorhanden ist, g 
verwenden 
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Die enzymatische Kondensation des Formaldehyds zu Zucker. 
II. Mitteilung. 
Von 
J. Bodnar. 
Aus dem kgl. ungar. pflanzenbiochemischen Institut in Budapest.) 
(Eingeqangen am 4. Auqust 1928.) 

Laut unseren in der ersten Mitteilung! publizierten Untersuchungen 

st ein wichtiger Beweis fiir die Formaldehydassimilationshypothese, 


dab die Tropaeolumblatter den dem Formaldehyd nahestehenden Acet 
ildehyd nicht aufnehmen, bzw. gelang es, bei den in acetaldehydhaltiger 


\tmosphare aufbewahrten Acetaldehydblattern entgegen den 
Formaldehydblattern — keine Vermehrung des Trockensubstanz- 
und Zuckergehalts festzustellen Unsere weiteren Untersuchungen 


zeigten, daB nicht nur die lebenden Blatter, sondern auch ein Blattbrei 
imstande ist, den Formaldehyd zu reduzierendem Zucker zu konden- 
sieren. Da der gekochte Blattbrei tine derartige Eigenschaft nicht 
besa}, konnte man daraus folgern, da der Zucker aus dem zum 
Blattbrei hinzugefiigten Formaldehyd durch Wirkung irgend eines 
synthetisierenden Enzyms des Blattbreies entstanden sei Es war 
die nichste auf Antwort wartende Frage, wie sich der zum Blattbrei 
gegebene Acetaldehyd verhalte. Auf Grund des Gesagten kann voraus- 
gesetzt werden, dal wie die lebenden Blatter, auch der Blattbrei nicht 


1 J. Bodnar, L. E. Roth und C. Bernauer, diese Zeitschr. 190, 304, 1927. 
In dieser Mitteilung sind einige kleinere sinnstérende Fehler geblieben, 
welche eine Berichtigung erwiinschen: 

Auf 8S. 308, zwélfte Zeile von oben: ,.nach Wllstdtter und Stoll statt 
von Willstdtter und Stoll‘. 

Auf 8. 314, zwanzigste Zeile von oben: ,,Tabelle 1V“‘ statt ,,Tabellen IV 
und V‘“, 

Auf 8. 315, einundzwanzigste Zeile von oben und erste Zeile von 
unten: ,.Tabelle V‘“* statt ,,.Tabelle VI‘ 

Auf 8. 316, dritte Zeile von oben: ,,Tabelle VI‘ statt ,,Tabelle VII‘. 


Auf 8. 322, siebente Zeile von oben: ,,O,-freier“ statt ,,CO,-freier® 
Auf derselben Seite, siebzehnte Zeile von oben: ,,4 positiv’ statt 


»l negativ™. 
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imstande sei, den Acetaldehyd zu Zucker zu kondensieren. Zur E) 
scheidung dieser Frage wurden die unten bekanntgegebenen Unté 
suchungen durchgefiihrt; parallel mit den Acetaldehydversucl 
wurden auch neue Versuche mit Formaldehyd angestellt. 


Zu den Untersuchungen wurden je 5g frische Tropaeolumblat 
abgewogen. in einem Porzellanmérser mit 2 bis 3g Merckschen Qua 
splittern gut zerrieben, der gewonnene Blattbrei in eine Pulverflas: 
von 200 ccm iibertragen, die in der Tabelle I mitgeteilte Wasser-, Ac 
aldehyd- und Formaldehydmenge und je 2cem Toluol hinzugegelx 
gut durchgemischt und bei Zimmertemperatur (20 bis 22°) stehengelass: 
Nach Ablauf der Versuchsdauer wurde der Zuckergehalt des Blatthr 
auf die in der ersten Mitteilung beschriebene Weise mit der Osischen alka 
schen Kupferlésung bestimmt und auf Grund der von Ost angegeben 
Tabelle (50mg Cu 15.6 mg Glucose) als Glucose berechnet. 


Tabelle I. 





n/20 K MnO, Zuckergehalt Entstander 
s (lecm = 3,18mg Cu) 5 ¢ Blattbreies Zucke 
2 in com in mg im mg 
£ Nr Zu je 5g Tropaeolumblattbrei 
4 hinzugegebene Lésungen Versuchsdaucr Versuchsdauer nech | ne 
. in Stunden in Stunden 24 4 
‘i 0 24 4s 0 4 48 Std ste 
4 1 7eem Wasser. .... 17.6 18.0 35.0 35.8 
2 Teem 3%ige Acet- 
aldehydléisung. . . . 183 19.3 36.3 38,3 2 
3 Z7eem 3%ige Form- 
aldehydlisung. . . . 18.7 — 266 37,1 52.8 I 
b 4  Teem Wasser. Bt, Oy 16,2 17,3 17,7 | 32,2 | 34.3 35,1) 21 2 
5  Teem 3%ige Acet- 
aldehydlésung. . . . 16,7 17,5 18,1 33,0 34,7 36,0 1,7 
6 | 7Teem 38%ige Form- 
aldehydlésung. . . . 16,9 27,8) 30,7 33.5) 55,1 60,9 21,6 27 
ec 7 | Teem Wasser. .... 16.0 16.3'18.1 31.8/)33.5 35.9 1.7 4 
8 7cem 3%ige Acet- 
aldehydlisung. . . . 16,5 17,5) 18,3 32,8) 34,7 37,2 19 4 
yg 7eem 3°,ige Form- 
aldehydlisung. . . . 17,0 27,4) 30,2 33,7 54,4 59,9 20,7 2 
10*| 7eem 8%ige Form- 
aldehydlésung. . . . 15.4 16,2) 16,3 30,6) 32,2 324, 1,6 
d‘'i1! 7eem Wasser. .... 14,0 14,6 | 15,2 | 27,8 | 29,0 30,2) 1,2 2 
2  Teem 3% ige Acet 
aldehydlosung. . . . 14,3 14,9) 15,7 28,4) 29,6 31,2) 1,2 2 


* Diese Versuche wurden mit einem in heifiem Wasserbade 1/. Stunde lang (vor 
Zugabe des Formaldehyds) erwarmten Blattbrei durchgefubrt. 


Aus den Daten der Tabelle I ist ersichtlich, da aus dem zu einen 


frischen Blattbrei von Tropaeolum hinzugegebenen Acetaldehyd k: 


reduzierender Zucker entstand bzw. die bei den Acetaldehydversuchien 





AS 
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tstandenen Zuckermengen so gering sind (1.2, 0.1, 0.3, 0.4 mg 
te 18 sie nicht in Betracht gezogen werden kénnen (sie fallen innerhalb 
hen r Versuchsfehlergrenzen). Hingegen entstand in den Formaldehyd 
ithaltenden Blattbreien eine bedeutende Menge Zucker (14,9, 24,5 
23.1 mg). Die Menge des entstandenen Zuckers wurde so berechnet 








tos 
a 8 von den in den Formaldehyd- bzw. Acetaldehydproben gefundenen 
sc hi Zuckermengen die in den Wasserproben festgestellten Zuckermengen 
ona Abzug gebracht wurden. 
by 
5 Aus dem zu einem durch Kochen inaktivierten Blattbrei hinzu- 
re ies vegebenen Formaldehyd (Versuch Nr. 10) war eine Zuckerbildung 
kali vuch hier nicht wahrnehmbar (die mitgeteilten 1,6 bis 1.8 mg Zucker- 
— . 
mengen fallen innerhalb der Fehlergrenzen) 
Unter den in der ersten Mitteilung aufgeworfenen Problemen 
g 
hefindet sich dasjenige, ob das aus getrockneten Blattern gewonnene 
— Blattpulver den Formaldehyd zu Zucker zu kondensieren fahig sei 
dene n Verbindung mit diesem Problem ist auch diejenige Frage verkniipft 
Ac . ° 
- wie sich der zum Blattpulver hinzugegebene Acetaldehyd verhalte 
Zur Priifung dieser Frage wurden frische Tropaeolumblatter — im 
na m 
4 Thermostat bei 35 bis 40° getrocknet, die trockenen Blatter pulverisiert 
std id mit dem gewonnenen, feinen, dunkelgriinen Blattpulver die in der 
labelle II mitgeteilten Versuche angestellt. Zu den Versuchen wurden je 
Q 2g Blattpulver in eine Pulverflasche von 200cem gewogem, je 25 cen 
Wasser, je 3cem Toluol und die in der Tabelle II mitgeteilten Wasser 
2 | Formaldehyd- und Acetaldehydmengen hinzugegeben. Im weiteren wurde 
if die schon bekanntgegebene Weise verfahren. 
int 
24 Tabelle 11. 
nj20 K Mn O, . . 
2 1 com 3,18 mg Cu) eae my m a. Blatte Ents 
27.4 Zu einer Mischung von je in ccm pe ae standener 
2g Tropaeolumblattpulver Zucker 
} Nr. und 25 ccm Wasser hinzus : in mg 
gegebene Lésungen Versuchsdauer Versuchsdauer nech 
in Stunden in Stunden 48 Std. 
44 
0 48 0 48 
7 - 
1 Seem Wasser — 16,2 23,2 32,2 46.0 13.8 
1,5 2 Seem 4% ige Form- 
4 aldehydlésung . . 17,0 57,9 33,7 113.1 79.4 
i ) 5 cem 4 ige Acet- 
g aldehydlosung . . 16.5 19.9 32.7 39.5 68 
Die Daten der Tabelle Il beweisen, da das Tropaeolumblatt- 
pulver den hinzugegebenen Formaldehyd in bedeutenden Mengen zu 
inen Zucker kondensiert. Die in der nur mit Wasser angestellten Probe ge- 
ke bildeten 13,8 mg Zucker sind das Produkt der Hydrolyse der im Blatt 
chen pulver vorhandenen Starke, da in der Acetaldehydprobe weniger 


° 
19 
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Zucker (6,8 mg) als in der wasserigen Probe (13.8 mg) entstand, es 
bildete sich im Endresultat aus dem zum Blattpulver hinzugegeben 

Acetaldehyd kein Zucker. Diese Versuche wurden mit frischem Blatt 
pulver durchgefiihrt; wahrend des Aufbewahrens verliert das Blatt 
pulver von seiner Aktivitat, trotzdem aber ist das aufbewahrte (etwa 
3 Monate alte) Blattpulver wie die in der Tabelle LI] mitgeteilt: 

Daten beweisen auch noch fahig, eine bedeutende Menge For: 

aldehyd zu Zucker zu kondensieren. 


Tabelle III. 




















hy : 
n/20 K Mn Oy Zuckergehalt 2g Blatt-| Entstandener 


(leem = 3,18 mg Cu) ; 
Zu einer Mischung von je in com pulvers in mg Zucker in 1 
N 2g Tropacolumblattpulver 
"|| wad 25 ccm Wasser hinsw: | Versuchsdauer Versuchsdauer 
jeg Oo y cns sucas u 
gegebene Lésungen ia Steen in Stunden mach _nack 
asinine 48 Std. %6 Std 
0 48 96 0 48 96 
1 | 5eem Wasser .. . 144 165 16,7 || 286 32.7 331 41 40 
2 5ecem 4°,ige Form- 
aldehydlésung . . 16,6 294 30,6 32,9 58,3 60,7 254 27.8 
3. 5eem 4% ige Acet- 
aldehydlisung . . | 16,4 202 204 325 401 405 7.6 8.0) 


Bei den in der Tabelle II] mitgeteilten Acetaldehydversuchen 
entstanden nun 3,5 mg (= 8.0 — 4,5 mg) mehr Zucker als in der nur 
mit Wasser angestellten Probe; diese Menge beweist aber bei weitem 
nicht, daB aus dem zum Blattpulver hinzugegebenen Acetaldehyd 
Zucker entstanden ware. Beweiskraft kann nur eine viel gréBere Meng: 
Zucker haben, z. B. eine solche Menge, welche in dem Formaldehyd 
versuch entstanden ist (27.8 — 4,5 = 23,3 mg Zucker). 

Die bis jetzt bekanntgegebenen Versuche wurden bei Zimmer 
temperatur (20 bis 22°) durchgefiihrt; wenn die Versuche in einen 
Thermostaten von 37° angestellt wurden, dann entstand aus den 
Formaldehyd mehr Zucker. So z. B. gab der in der Tabelle II] mit 
geteilte Versuch Nr. 2, bei 37° durchgefiihrt, die folgenden Resultate 





0 Std 48 Std % Std 
Zucker inmg ..... 32.0 63.9 65.8 


Die Steigerung der zum obigen Versuch angewendeten Form 
aldehydmenge (8- statt 4°,iger) wirkte auf die Zuckerentstehung 
vermindernd. 

Es kann noch diejenige Frage auftauchen, ob aus dem zum g: 
kochten (inaktivierten) Blattpulver hinzugegebenen Formaldehy: 
Zucker entstehe. Obgleich auf Grund des mit gekochtem Blattbr: 
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iehgefiihrten Versuches es sehr wahrscheinlich schien, daB das 

iktivierte Blattpulver den Formaldehyd zu Zucker zu kondensieren 
infahig sei, zeigte es sich doch als notwendig, Versuche auch in dieser 
Richtung durchzufiihren. Diese Versuche wurden auf die schon bekannt- 
gegebene Weise angestellt, mit dem Unterschied, daB das mit 25 cem 
Wasser gemischte Blattpulver vorher im siedenden Wasserbad '!., Stunde 
lang gekocht und nach der Abkiihlung die Formaldehydlisung hinzu 
vegeben wurde. Die gewonnenen Resultate enthalt die Tabelle IV 


Tabelle IV. 





0) K 
a ha pot Son Zuckergebalt 2¢ Blatt. Entstandener 
Zu einer Mischung von je in com pulvers in mg Zucker in mg 
. 2 g Tropaeolumblattpulver 
‘* und 25ccm Wasser hinzu- . : ‘ 
gegebene Lésungen Versuchsdauer Versuchsdauer 
in Stunden in Stunden nach nach 
45 Std. 9% Std 
0 4s 96 0 48 06 
| 5eem Wasser... 113 122) 123 224 242 244 18 2.0 
2 5eem 4°%,ige Form- 
aldehydlosung . . 11,5 12,7 | 22,8 25,2 24 
})6© Beem 4°%,ige Form- 
aldehydlésung . . 14.5 125 28.8 25.4 3.4 


Die Daten der Tabelle 1V beweisen, da aus dem zum inaktivierten 
Blattbrei hinzugegebenen Formaldehyd kein Zucker entsteht; auf 
Grund dieser Befunde kann endgiiltig festgestellt werden, daB die 
Zuckerentstehung in den Tropaeolumblattern aus Formaldehyd auf 
die ‘Wirkung irgend eines Enzyms zuriickgefiihrt werden kann. Die 
Versuche iiber die Natur des aus Formaldehyd entstandenen Zuckers 
werden bald abgeschlossen und tiber die Resultate in der dritten 


Mitteilung Rechenschaft abgegeben werden. 


Zusammenfassung. 


Aus dem zu einem T'ropaeolumblattbrei hinzugegebenen Acet 
aldehyd —- entgegen dem Formaldehyd — entsteht kein Zucker. Nicht 
nur der Blattbrei, sondern auch das aus den getrockneten Blattern 
gewonnene Tropaecolumblattpulver ist fahig, den Formaldehyd zu 
Zucker zu kondensieren. Aus dem Acetaldehyd entsteht auch durch 
die Wirkung des Blattpulvers kein Zucker. Nicht nur der gekochte 
Blattbrei, sondern auch das gekochte Blattpulver ist unfahig, den 
Formaldehyd zu Zucker zu kondensieren; es kann also endgiiltig fest- 
gestellt werden, dai die Zuckerentstehung aus Formaldehyd in den 
Tropaeolumblattern auf eine Enzymwirkung zuriickgefiihrt werden mub 














Beitrag zur Frage des Fettstoffwechsels bei Krebskranken. 
Von 
Karel Klaus. 


I. Frauenklinik und aus dem Institut fiir medizinische Che 
der Karl-Universitaét Prag.) 


(Aus der 


(Eingegangen am 19. Mai 1928.) 


Wie die neueren Anschauungen lehren, wird die Zellmembra 
durch die fettahnlichen Stoffe, sogenannte Lipoide, gebildet, unter 
welchen hauptsiichlich das Cholesterin eine wichtige Rolle zu spiele: 
scheint. Die wichtigsten biologischen Vorginge, welche sich entwede: 








auf der Oberflache oder im Innern der Zelle abspielen, hangen gréBten- 
teils von den biochemischen Eigenschaften dieser Stoffe ab. Daraus 
ergibt sich die groBe Wichtigkeit, welche diese Stoffe fiir alle Lebens 
vorgange besitzen. Aus diesen Griinden wird in der neuen Zeit dem 
Studium dieser Fragen ein reges Interesse der Naturforscher entgeger 
gebracht, und die bisherigen Ergebnisse, meistens erst in den aller 
letzten Jahren gewonnen, haben manche bisher dunkle Fragen de: 
Lésung naher gebracht. 

Die Krebskrankheit, charakterisiert durch die grenzenlose Ze! 
wucherung, macht ohne Zweifel die Mobilisation eines enormen Bau 
und erhebt auf den Organismus, besonders auf 


materials notwendig 
| 


dem Gebiet der Lipoidlieferung, einen stark erhéhten Anspruch 

spiteren Krankheitsstadien, wo grobe Krebszellmassen der mang: 
haften Ernahrung wegen dem Tode verfallen, werden wieder enorn 
Massen von Zellmaterial frei gemacht, welches von dem Organism 
abgebaut und unschidlich gemacht werden mu. Schon von diese: 
sozusagen rein anatomischen Standpunkt ist klar 
tief diese Krankheit auf dem Gebiet des Lipoidstoffwechsels eingreit' 
und es ist verstandlich, daB diese pathologischen Einwirkungen si 
in den abweichenden Verhaltnissen der Lipoide spiegeln miissen. 


ersichtlich, w 


Die Auffassung, da®B die Ursache fiir Krebskranheit im Wesen « 
ganzen Organismus haftet, so daB die Zellwucherung nur eine lokale | 
scheinung der allgemeinen krankhaften Disposition darstellt, macht 
Studium der Lipoide auch vom anderen Standpunkte sehr wichtig. 
Takaki, Pascucci, Léwi und Vignes wurde 


s 


den Arbeiten Jvar Bangs, 
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chtige Rolle erkannt, welche die Lipoide fiir die Abwehr- und Immuni 
onsprozesse im Organismus besitzen. Die theoretische Vorstellung, 
} die pathologischen Zellmassen auch einen pathologischen Stoffwechsel 
ven miissen, dann die Fortschritte auf dem Gebiete der Krebsbiologie 
| Serologie, sowie die klinischen Erfahrungen haben manche Autoren 
ranlaBt, die Krebskrankheit als eine Art von Toxikose oder Infektions 
wzesse aufzufassen und weitgehende biologische Paralleien zwischen 
Krebskrankheit und verschiedenen, Toxikosen und Infektionsprozessen zu 
n. hen, worin man 6fters ohne Zweifel zu weit gegangen ist. Auch die 
Bemiihungen, ein spezifisches Gift fiir Krebs zu entdecken, waren bis jetzt 
vebnislos. Wir besitzen bis heute fiir Krebs auch keine spezifische Re 

tion. 


Kaminer und Freund berichten, da®B die wirksame carcinomzellen 








‘s zerstérende Substanz, welche im Normalserum gefunden wurde, eine aus 
\ther extrahierbare, stickstofffreie, gesaéttigte Fettséureverbindung aus 
er Reihe der Dicarbonséuren ist. Als wirksame Substanz des Carcinom 
serums, welche Carcinomzellen vor Auflésung schiitzt (sogenannte Schutz 
jure), nehmen Kaminer und Freund eine Verbindung zwischen eine 

ra itherléslichen, ungeséttigten Fettsaure aus der Reihe der Dicarbonséuren 

nter ind einem kohlehydratreichen Nucleoglobulin. Versuche tiber die Schutz 
ele; wirkung verschiedener Fetts&uren ergaben., dali solche der Malein-, der 
det Citracon- und der Itaconséure zukommt, wahrend der Fumarséure und 

Mesaconséure die Schutzwirkung fehit. AKaminer und Freund sprechen 
ven- eine Hypothese aus, dab die lokale Disposition zur Krebskrankheit in dem 

Pauls Verlust eines normalen Lipoides, der am _ betreffenden Entstehungorte 

ens besteht, wahrend eine allgemeine Disposition durch das Entstehen eines 

lem pathologischen Lipoides zustandekommt. Naheres dariiber anzufiihren, 
ee wiirde den Rahmen dieser Arbeit tiberschreiten. Obwoh! diese Anschauung 
ai rein hypothetisch ist, beweist sie doch, daB in der Frage, wie sich der Or- 
ler ganismus gegen die Krebskrankheit wahrt, die Lipoide eine wichtige Rolle 
det zu spielen scheinen. 

Im Serum der Krebskranken schwankt das Cholesterin in breiten 
Le|| Grenzen (Feigl-Bloor); bei Leberkrebs wurden die normalen Werte ver 
Ro zeichnet, bei anderen Formen von Ca sind die Werte konstant niedrige1 
P als de norma gefunden. Klein und Dinkin konnten mit der kolorimetri 
~ schen Methode (A uthenrieth-Funk) eine Verminderung der Cholesterinwerte 
im Serum der Krebskranken feststellten, Loeper fand eine wesentliche 
gre Verminderung hauptsaéchlich des Cholesterin-Lecithinkoeffizienten. Diffe- 
rn rential-diagnostisch kann man die Cholesterinverminderung nicht gut 
sous verwerten, nachdem auch bei anderen hauptséchlich chronisch-infektiésen 
Prozessen fast regelm&big eine Cholesterinverminderung in Serum zu 

_ finden ist. Diese Verminderung scheint in allen Stadien der Krankheit zu 

W bestehen; so berichten Remond, Sendrail und Lassalle, da®B sie bei dem 
eift Teercarcinom an Méausen wahrend des praécancerésen Stadiums eine 
si Erhéhung, dagegen im Stadium der malignen Degeneration einen starken 
Abfall des Cholesterinspiegels im Blute fanden. Nach Rosenthal und Holzer 
weisen die Carcinomandmien starke absolute und prozentuale Abnahme 
( der Cholesterinester auf. Aus der Arbeit Kings ist ersichtlich, dal auch bei 
| Carcinomkachexien regelmaéBig die Werte fiir freies und fiir gebundenes 
Cholesterin absinken. Wie diese Verminderung der Cholesterinwerte zu 
Set deuten ist, l4Bt sich schwer entscheiden. Auf diese Frage soll beim Be- 


sprechen der eigenen Befunde naéher eingegangen werden. 
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Was die Fettséuren betrifft, liegen nur spaérliche Angaben vor. Beats 
und Currie haben im Fett von Krebskranken Vermehrung von unges&éttigt 
Valenzen gefunden. Gileichfalls Rosenfeld, welcher in Krebsgeweben « 
Vermehrung der fliichtigen Fetts&uren feststellen konnte. Im Serum be 
Krebs sind die Fettséuren deutlich vermehrt (Deniord-Medak). ki 
berichtet itiber die Erhéhung der Jodzahl. Mit Recht aber weisen Bk 
und Feigl auf die Tatsache, daB die Menge von Fettséuren groBen Schwa: 
kungen unterworfen ist, so da} man bei der Beurteilung der Befunde se}; 
vorsichtig sein muBb. 

Diese Arbeit befabt sich mit der Frage des Cholesterins und seiner 
Wechselbeziehung mit den Fettsiuren im Blutserum von Frauen 
welche an Krebs des Genitalapparats leiden. Die nahere Diagnos: 
(in allen Fallen mikroskopisch festgestellt), Sitz und Umfang der Er 
krankung sind kurz in einer Tabelle angefiithrt. Die Untersuchungen 
betreffen teils Fille in den ersten Anfangen der Krankheit, teils Fiille 
wo die Krankheit ziemlich fortgeschritten, noch operabel war, und 
endlich jene Fille, in welchen die Krankheit so fortgeschritten ist 
dab sie schon die allgemeinen kachektischen Symptome hervorrief 
und bei welchen der Tod in absehbarer Zeit zu erwarten ist. Die Anfangs- 
fille wurden, bevor irgendwelche Therapie eingeleitet wurde, untersucht 
fortgeschrittene Falle immer in der Zeit, wo keine Radium- und Réntgen 
therapie stattfand. Das Blut wurde immer friih in niichternem Zu 
stande aus der Cubitalvene entnommen, im Eisschrank der Gerinnung 
iiberlassen, das Serum abpipettiert und scharf zentrifugiert, um all 
Blutkérperchen zu entfernen. Regelmabig wurden 20 bis 25 ccm Serum 
gewonnen. Die Bestimmung des Unverseifbaren und der Fettsauren 
geschah nach der Methode von Lemeland,; die Bestimmung des Chol 
esterins nach der Digitoninfallungsmethode nach W indaus. 

Die Resultate, in Prozenten auf 100cem Serum umgerechnet 
sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 

In der mir zuganglichen Literatur habe ich keine Angaben iibe1 
das Verhalten von Cholesterin und Fettsiuren im Serum bei un 
bestrahlten gynikologischen Carcinomen gefunden. Ein Vergleich mit 
den Befunden bei Carcinomen anderer Organe ist méglich und inter 
essant. 

Eine auffallende Tatsache, welcher wir in allen Fallen (nur Fall 
Nr. 5 ausgenommen) begegnen, ist eine deutliche Verminderung des 
gesamten Cholesterins im Serum der Krebskranken. Diese Ver 
minderung des Cholesterins ist auffallend hoch in Nr. 1 und 2, dann 
in Nr. 4 und 7, also in Fillen, in welchen es sich um chronische, stark 
verbreitete Prozesse handelt, teilweise mit einer deutlich ausgepragten 
Kachexie. Aber auch im Anfangsstadium, in welchem die primir 
Affektion nicht allzu groB ist, tritt eine deutliche Cholesterin 
verminderung zutage. Unsere Beobachtungen bestatigen analog 
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Namen und Diagnose 


Cholesterin 


Cholesterin 
im Unverseit- 
baren 
Cholesterin 
Fettsaure 


Unverseifbares 
Fettsauren 


B. Z., 44 Jahre, Nr. des K pt. : 17130 | 

Ca ovar. Kachexia | 

2 M.J., 61 Jahre, Nr. des Kpt.: 6092 | 

Ca ov. Metast. ad periton. | 

3. M.M., 28 Jahre, Nr. des Kpt.: 9281 |) 

Ca port. vag. inop. | 

$. M.K., 62 Jahre, Nr. des Kpt.: 7095 
Ca port. vag. Inop. 

5. T. J., 34 Jahre, Nr. des Kpt.: 8039 |) 

Ca coli ut. inoper. | 

| 

| 


0.16 0.07 


P= 
iw 
Ft 


062 O11 
0.22 O08 353 0.14 O58 
0,57 013 224 057 0,22 
0.19 O08 438.8 0.28 | 030 


0,22 016 74,7 032 OD! 
6. A.P. 46 Jahre, Nr. des Kpt.: 9263 
Ca urethrae (beg. Form) 

7. M.F., 31 Jahre, Nr. des Kpt.: 6276 } oO & , 

, 112 0.08 68) 2 : 
Ca colli ut. inop (fortgeschr. ) ; 9,12 ‘ 8.50 0.21 0.38 
8. B.M., 39 Jahre, Nr. des Kpt.: 8702 
Adenoca colli ut. (init. Form) 
9. J. V., 53 Jahre, Nr. des Kpt.: 7579 
Stat. post hysterect. propt. ca colli uteri 


017 O10 59.55 026 040 


| 0,26 0.11 403 0.34 O81 


| 0,19 0.11 598 029 037 


Befunde anderer Autoren, welche auch bei Carcinomen anderer Organe 
eine Hypocholesterinamie festgestellt haben. 


Eine Erklarung fiir diese Erscheinung abzugeben, ist schwer 
Entweder kann es sich im Organismus um eine Hemmung der Chol 
esterinbildung handeln, oder das Cholesterin wird zwar normal ge 
bildet, aber in den Geweben zuriickgehalten. Die zweite Eventualitat 
unterstiitzen die Beobachtungen von Wacker, welcher feststellen konnte, 
daB bei Krebskranken das Cholesterin im Depotfett stark vermehrt 
ist, so daB eventuell an eine Cholesterinaufspeicherung im Depotfett 
zu denken ware. Es wire auch mdéglich, daB der Mehrverbrauch von 
Cholesterin, um welchen es sich sicher bei einer so enormen Zellwucherung 
handelt, sich in einer Verminderung des Blutcholesterins spiegelt 
weil der Organismus den groben Verbrauch von Cholesterin seitens 
des Krebsgewebes auszugleichen und zu decken nicht imstande ist 
Noch interessanter, aber schwer zu erklaren, ist eine hohe Cholesterin 
verminderung bei fortgeschrittenen Carcinomen In diesen Fallen 
in welchen sicher grobe Massen von Krebszellen dem Zerfall anheim 
fallen, ware logisch eher an eine Cholesterinanhaufung im Blute zu 
denken. Und gerade in diesen Fallen begegnen wir einer ausgesprochenen 
Hypocholesterinamie. Wie diese Hypocholesterinimie, welche sich von 
der durch Réntgenstrahlen hervorgerufenen Hypercholesterinamie so 
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markant unterscheidet, zu deuten ist, laBt sich vorlaufig nicht ent 
scheiden. Es kann sich entweder um einen intensiven Abbau des Ch: 


esterins handeln, oder diese Hypocholesterinimie kann mit den toxisch: 
Erscheinungen, welche der Krebszerfall auslést, in Zusammenha: 
gebracht werden. Wenn wir an die Schutzwirkung, welche den Lipoide: 


im Organismus zukommt, denken, so wire diese Hypocholesterinin 
als ein Zeichen der Wehrlosigkeit des Organismus gegen die Kreb 
invasion aufzufassen 

In der letzten Zeit werden wiederholt Versuche gemacht, zwischen 
Krebs einerseits und der Graviditit andererseits eine biochemisch: 
Parallele zu suchen. Abgesehen davon, daB es sich um ausgesproche: 
verschiedene biologische Prozesse handelt, lassen sich auch biochemisc! 
keine verlaBliche und einwandfreie Analogien finden. Der lang bekannte: 
Graviditatshypercholesterinimie steht die ausgesprochene Krebshypo 
cholesterinimie deutlich gegeniiber. 

Was die Fettsauren betrifft, so schwankt ihre Menge in breiten 
Grenzen. Nach Feigl und Bloor ist fiir Gesamtfettsiuren als Norma! 
wert 0.38°, angegeben (0,25 bis 0,47). Wie aus der Kolonne 4 de 
Tabelle ersichtlich ist, bewegt sich die Menge von Fettsauren beinaly 
in normalen Grenzen mit einer mabigen Tendenz zu oberen Werten 
Nur in den Fallen Nr. 1 und 3 konnte eine deutliche Erhéhung fest 
gestellt werden. Das Verhalten von Fettsiuren kann man verlablic! 
weder diagnostisch noch prognostisch verwerten. Unsere Resultat: 
weichen also von den Befunden Kings, Deniord und Medaks, welch 
von einer konstanten Vermehrung von Fettsiuren bei Carcinome: 
anderer Organe berichten, ab. 

Die Prozentzahl des Cholesterins im Unverseifbaren schwankt in 
breiten Grenzen um 50°, der Gesamtmenge und ist diagnostisch und 
prognostisch auch nicht gut verwertbar. Der lipaimische Koeffizien' 
(Cholesterin/Fettsauren) bewegt sich rund um 0,5, nur in den Falle: 
Nr. 1 und 3 ist er auffallend niedrig. 

Die Ergebnisse der Arbeit kann man in Kiirze folgendermabe: 
zusammenfassen: In dem Serum von Frauen, welche an Genitalkrebs 
leiden, wurde regelmabig eine deutliche Verminderung des Gesamt 
cholesterins gefunden. Die Menge der Fettsiuren halt sich bei cer 
oberen Grenze der Normalwerte. Eine deutliche Vermehrung vo 
Fettsiuren konnte nur in den klinisch sehr bésartig verlaufende: 
Fallen festgestellt werden. Die Prozentzahl des Cholesterins im UU: 
verseifbaren schwankt in breiten Grenzen (Mittelwert 50°,).  Auc! 
der lipamische Koeffizient Cholesterin/Fettsaiuren labt sich ungefitir 
mit 0,5 bestimmen. Mit Vorbehalt kann man die Meinung ausspreche: 
daB der Grad der Hypocholesterinamie von der Verbreitung uw 
Malignitaét des Prozesses abhangt. Bei den ausgesprochen bdésartig 
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erlaufenden Prozessen begegnen wir einer starken Abnahme des 
Gesamtcholesterins, einer deutlichen Vermehrung von Fettsiuren und 
nem auffallend niedrigen lipimischen Koeffizienten. Es laBt sich nicht 
von der Hand weisen, dab diese Erscheinungen tatsichlich Indikatoren 
ler Malignitat der Krankheit oder der Wehrlosigkeit des Organismus 
sind. Ob die Hypocholesterinamie eine Erschépfung des Organismus 


m Kampfe gegen die Krebsinvasion darstellt oder ob die Hypochol- 


esteriniimie schon als ein Zeichen der sogenannten ,,Krebsbereitschaft” 
wufzufassen ist, laBt sich vorlaufig nur hypothetisch sagen. Es werden 
noch weitere Untersuchungen nétig sein, um in diese komplizierten 
Verhaltnisse ein klares Licht zu bringen 
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Uber kiinstliche Erhéhung 
des Lipoidgehalts im Zentralnervensystem'. 


I. (Vorlaufige) Mitteilung. 
Von 
Mare Serejski. 
(Aus dem Forschungsinstitut fiir héhere Nerventatigkeit in Moskau. 
(Eingegangen am 10. Juli 1928.) 


Mit 4 Abbildungen im Text. 


Die biologische Rolle der Lipoide ist unbestreitbar. So verstarkt 
z. B. das Lecithin die Oxydationsprozesse; die lecithinisierten Tiere 
erwerben den Giften gegeniiber eine grébere Widerstandsfabigkeit 
Hochst interessant ist das Verhaltnis der Lipoide zum Nervensystem 

So verstairkt, laut den Angaben der Danilewskyschen Schule, das 
Lecithin in gewissen Bedingungen die E:rregbarkeit des Zentralnerven- 
systems; lecithinisierte Tiere erhalten unter anderem eine gréBere Ausdauer. 
Fiir die betrachtliche Bedeutung der Lipoide fiir das Zentralnervensysten 
spricht z. B. die Tatsache, daB das Gehirn unter allen Organen das lipoid 
I I 
reichste ist; so enthalten, nach Rubner} die Muskeln 4°, Phosphatide, das 


Gehirn des Menschen dagegen bis 20°,. Lipoidtherapie ist besonders 
bei neuro-psychischen Erkrankungen zur bevorzugtesten Behandlungs 
methode geworden. Indessen ist die Frage des weiteren Schicksals de 


kiinstlich in den Organismus eingefiihrten Lipoide, der Méglichkeit ihre: 
Ablagerung im Gehirn, eine Frage, die prinzipiell wie auch praktisch ein 
enorme Bedeutung hat, bisher nicht aufgeklart. Die diesbeziigliche Literatur 
ist nicht zahlreich und wenig tiberzeugend. 

Die erste 1907 erschienene Arbeit stammt von Franchini (1), der 
in Salkowskis Institut feststellte, daB man nach dreitagigem Fiittern mit 
Eilecithin bei Kaninchen eine groBe Anhaéufung von Lipoiden in der Leber 
(welche 14 Tage nach Aufhéren der kiinstlichen Ernahrung noch bemerkbar 
ist), eine geringere in den Muskeln und nicht die geringste im Gehirn fest 
stellen kann. Diese Angaben wurden 1913 von Salkowski (2) selbst in Frag: 
gestellt, der zu dem SchluB kam, daB die Lipoide sich bei den gegebenen 
Bedingungen in der Leber iiberhaupt nicht ablagern; hinsichtlich des 
Gehirns auBerte er nur vorsichtig die Vermutung einer Méglichkeit, den 


1 Auszug aus dem am 30. Mai 1918 auf dem III. allrussischen physio 
logischen KongreB gehaltenen Vortrag. 
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poidgehalt desselben zu erhéhen. 1923 machte Naito (3) einen neuen 

rsuch, durch forcierte Lecithinfiitterung den Lipoidgehalt im Gehirn 
i steigern. Naito fiihrte seine Versuche an avitaminosen Tauben durch. 
Er ging von der Uberlegung aus, daB bei Normalbau eines Organs, im ge- 
gebenen Falle des Gehirns, die von auben eingefiihrten Lipoide einen 
Ballast darstellen, weshalb ihre Ablagerung im Gehirn schwer fallt. Bei 
Versuchen an hungernden Tieren deckt ein kiinstlicher ZufluB an Lipoiden 
las Lipoiddefizit in verschiedenen Organen, daher ist die Ablagerung 
lesselben im Gehirn nur kaum bemerkbar. Aus diesem Grunde wahlte 
Vaito zu seinen Versuchen avitaminése Tauben, bei denen, wie er sich 
cht ganz genau ausdriickt, ein Abbau des Nerven-Hirngewebes stattfindet 
Solche Tauben fiitterte er monatelang mit Eilecithin; das Resultat war 
jedoch negativ; Lipoidablagerung wurde nur fiir die Leber vermerkt. 
Vaito versucht jetzt seine MiGBerfolge dadurch zu erklairen, daB bei den 
lauben die bei Avitaminose vorhandenen Veranderungen hauptséchlich 
lie Leber, und nur in zweiter Linie das Gehirn beriihren, weswegen auch die 
Lipoide sich in der Leber ablagern. Diese Erklarung wirkt nicht iiberzeugend ; 
wir sehen ja, dab in Franchinis Versuchen, wo die Tiere nicht an Avitaminose 
litten, die Lipoide sich vorzugsweise in der Leber und nicht im Gehirn 
ablagerten. 

Wodurch erkliren sich denn die Miberfolge dieser Autoren? Ihr 
Hauptfehler schien uns in der Verkennung der Organspezifitat des 
Gehirns. Das Eilecithin ist mit dem Lecithin des GroBhirns nicht 
identisch (das sogenannte Sahidin nach Frédnkel ist ein Triamino 
diphosphatid). Nur bei Fiitterung mit Hirnlipoiden labt sich ein Re- 
sultat erwarten. Mit dieser Idee traten wir vor 2 Jahren an unsere 
Arbeit heran Der experimentelle Teil wurde in Gemeinschaft mit 
W. A. Gannuschkin und R. A. Weiss ausgefiihrt und soll, im Zusammen- 
hang mit weiteren Angaben, in unserer nachsten Mitteilung ausfiihrlich 
berichtet werden. 

Als Versuchstiere dienten Hunde, die uns die Méglichkeit gaben, 
graue und weibe Hirnsubstanz einzeln zu untersuchen und unsere 
Zahlen mit den in unserem Laboratorium an 22 Hunden erhaltenen 
Neumark-Topstein) Standardzahlen fiir gesunde Hunde zu vergleichen 
Unser Experiment bestand darin, da8 dem Hunde im Laufe von 5 Tagen 
taglich per os oder subkutan Lipoide zugefiihrt wurden. Diese Lipoide 
wurden von uns aus Hundehirn oder aus Ochsenhirn zubereitet: die 
letzte Art von Lipoiden gaben wir meist in Gestalt von Praparat ..Pro 
monta‘‘, welches uns von der Hamburger Firma liebenswiirdig 
zur Verfiigung gestellt war. Auber Lipoiden enthalt .,Promonta”™ 
noch einen Zusatz von Calcium, Eisen und anderem, deshalb bearbeiteten 
wir ihn ebenso wie das Hundehirn, d.h. wir bereiteten einen Ather- 
extrakt. Aus 50.0 Hirn (oder ,,Promonta‘’) erhielten wir 5,0 Trocken- 
substanz, die, in 20,0 Olivenél aufgelést, fiir zwei Einspritzungen von je 
10 cem diente. Wir benutzten dabei die Mikromethodik [vgl. Arbeiten 
von Serejski (4), Neumark-Topstein (5)|.  Fiir die Bestimmung der 
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Lipoide gebrauchten wir 40 bis 60 mg des Gehirns; ein Teil davo 
wurde nach Austrocknen mittels Aceton (zur Cholesterinbestimmung 
der andere Teil mittels Petrolather (zur Bestimmung der ungesiittigte 
Phosphatide) extrahiert. 

Im ganzen wurden etwa 60 Hunde der Untersuchung unterworfe1 
Die in Prozenten ausgedriickten, auf die frische Substanz bezogene: 
Resultate unserer Versuche zeigt die hier angefiihrte Tabelle: 





Cholesterin Ungesattigte Phosphatide 
Graue Substanz Weibe Substanz Graue Substanz Weibe Substanz 
Gehirn. 
Per os 1,29 4.89 0.1146 0.2906 
Subkutan 1,22 5,21 0,1106 0.2684 
Promonta. 
Per os 1,22 5,20 0,1928 0.2707 
Subkutan . 1,12 4.91 0.1036 0.2706 
Norm. ‘ 1,04 4,62 0),0922 0.2595 


Das sind die Durchschnittszahlen aller unserer Versuche. Wi 
sehen, dais unter allen Versuchsbedingungen sowohl fiir die graue 
wie fiir die weibe Hirnsubstanz eine bemerkbare Lipoidsteigerung 
bei Lipoidverfiitterung festzustellen war. Da man bei Durchschnitts 
zahlen leicht in Fehler verfallen kann, fiihren wir auBerdem Kurven an 
Diese Kurven fassen den Lipoidgehalt bei verschiedenen Hunden 
zusammen und sind nicht nach der Reihenfolge der Versuche (zufalliger 
Faktor), sondern gemaB den zunehmenden Zahlen zusammengestellt 
Die Abb. 1 und 3 beziehen sich auf Cholesterin und Phosphatide der 
grauen Hirnsubstanz, 2 und 4 auf Cholesterin und Phosphatide der 
weiBen Substanz. Wir sehen auch hier im Vergleich zur Norm iiberall! 
eine Steigerung, und zwar in der grauen Substanz eine deutlichere 
und scharfere. Zwischen der Fiitterung mit Hundehirn und Promonta 
wurde kein bedeutender Unterschied beobachtet. Die Frage der Vor 
ziige einer per-os- oder Subkutanfiitterung, sowie der Dosierung und 
der Quantitaét der Injektionen kommt in der nachsten Mitteilung zur 
Verhandlung. 

Die Resultate unserer Versuche sind zweierlei Art: 

1. Es gelang uns, dank einer Fiitterung mit homologen Hirn 
lipoiden, eine Steigerung des Lipoidgehalts im Gehirn zu erlangen 

2. Einen wesentlichen Unterschied konnten wir bei Fiitterung 
mit Hunde- oder Ochsenhirnsubstanz nicht beobachten. 

Die von uns erhaltenen Angaben stimmen mit dem in der letzte: 
Zeit deutlich formulierten Begriff einer Organspezifitat der Hirnlipoide 
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\iinstliche Erhéhung des Lipoidgehalts im Zentralnervensvstem. I 


ut iiberein. Die Sachssche Schule hat diese Organspezifitat deutlich 
n den Tag gelegt. Das Studium der antigenen Wirkung der Lipoide 
fiihrt Sachs zu dem SchlubB, daB neben Lipoiden, die sich durch Art- 
spezifitat auszeichnen, auch Lipoide, die Organspezifitit besitzen. be 
stehen. Zu den letzten gehéren Hirnlipoide. Gewinnt man Antisera 
on Kaninchen, die mit Hirnsubstanz einer anderen Tierart vor 
behandelt waren, so wirken diese Antisera ausschlieBlich auf die alko.- 














j 
Cerebrum Promonta 


Abb. 1. Cholesterin (grave Substanz) 
—— Per os - Subkutan ----- Normal 
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Cerebrum Promonta 


Abb. 2. Cholesterin (weiBe Substanz) 
Per os ----— Subkutan --- Normal 





M. Serejski: 











Cerebrum 














Promonta. 


Abb. 3. Phosphatide (graue Substanz). 
—— Per os - Subkutan Normal 























Cerebrum. Promonta. 


Abb. 4. Phosphatide (weifse Substanz). 
Per os. - Subkutan. Normal. 
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lischen Hirnextrakte, gleichgiiltig von welcher Tierart das zur Extra- 


erung dienende Gehirn stammt Das mit Hirnlecithin erhaltene 


\ntiserum reagiert nur mit dem Hirnlecithin, jedoch nicht mit dem des 


Herzens oder der Leber. Dieser auberordentlich wichtige Befund 


eweist die Anwesenheit eines spezifischen Lipoidsubstrats im Gehirn, 


ind zwar gilt dies fiir die gesamte Saugetierreihe, unabhangig von ihrer 


Art. Bisher war nur ein Beispiel einer derart ausgesprochenen Organ- 
spezifitat der Antigenfunktion bekannt, und zwar ist dies die Linse 
lhlenhuth hatte gezeigt, dab das Linsenantiserum auf die Linsen- 
substanz der gesamten Saugetierreihe wirkt, ohne irgendwelche Art- 


spezifitat erkennen zu lassen. 
Dies alles macht uns glauben, daB wir auf richtigem Wege sind 


Literatur. 
2) Salkowski, ebendaselbst 


1) Franchini, diese Zeitschr. 6, 210, 1907. 
Sere iski, 


51, 407, 1913. 3) Naito, ebendaselbst 142, 385, 393, 1923. 4) 
ebendaselbst 182, 188, 1927. 5) Neumark- Topstein, ,,.Der Schmerz“, 1928. 





Die saure AufschluBmethode zur Bestimmung kleinster 
Jodmengen in organischen Produkten. II. 


Von 
G. Pfeiffer. 


(Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochscl 
Bonn-Poppelsdorf.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1928.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Die saure AufschluBmethode zur Bestimmung von organisch 


Veraschen der Organsubstanz ausschlieBt, auf alle pflanzlichen u 


schen Verbrennung nach der Methode von Fellenberg?, die bei gréBer: 


mehrmals zu wiederholenden Prozeb, auch unter reichlichem Alk: 
zusatz, der Jodverfliichtigung zu grobe Moéglichkeiten gegeben si! 


mutmaBlichen SchluB zu, daB iibereinstimmende Analysen von ‘J 


Vermeidung jeden offenen Verbrennens der Substanz, vorgenomm 
werden kénnen. Schlecht iibereinstimmende Resultate bei der offen: 


verlusten, die durch persOnliche, individuelle Fehler bedingt sind 

In einer kiirzlich erschienenen Verdéffentlichung von O. Polimar 
..Untersuchungen tiber den Wasser- und Jodgehalt der Schilddriise 
den Haustieren des Aostatales und Umbriens“, sind vergle ichende Angal 





1 (}. Pleiifer, diese Zeitschr. 195, 128, 1928. 
2 Th. v. Fellenberg, ebendaselbst 139, 406, 1923. 
3 0. Polimanti, Endokrinologie 1, H. 6., 8. 409, 1928. 








bundenem Jod in jodreichem Material', die jedes offene Erhitzen bzw 


tierischen Produkte auszudehnen, war fiir uns von besonderem Interess: 
Liegt doch die berechtigte Vermutung vor, daB bei der offenen alka! 


Mengen stark fett- und eiweibreichen tierischen Materiais unter |x 
achtung der Zersetzungstemperatur des Jodkaliums bei 670°C ein 
schwer durchfiihrbare Operation ist und nur einer geiibten Hand ver 
lustlos gelingen diirfte, fiir weniger routinierte Analytiker bei diese: 





Meine in dieser Hinsicht gemachten Beobachtungen lassen de! 


in organischen Produkten nur in einer geschlossenen Apparatur, unt: 


Veraschung erkliren sich zu einem Teile aus unvermeidlichen Glii! 
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erhaltenen Werte, mit denen von Decio gefundenen, enthalten Hier 
gt beispielsweise der Gehalt von Rinderschilddriisen gleicher Rassen 


| Provenienz nach Polimanti 0.21 me. nach Decio O73 me Jod in ly 


ra 


cher Driise; Pol/manti sucht diese enormen Untersehiede mit der vor 
o angewandten, unexakten Untersuchungsmethode zu erklaren Ob 
i, diese Erklarung., nach Polimantis angefiihrter Analvse, fiir Deciéos 
len zutrifft oder nicht, moége dahingestellt bleiben 

Diese Analysendifferenzen wurden auch schon von anderer Seite 
ibachtet und durch entsprechende Abianderungen im Analysengang 


szuschalten versucht. 

So geht Th. v. Fellenberq neuerdings in der Weise vor, dali er nach 
er zuerst vorgenommenen offenen Verkokung der organischen Substanz 
endgiiltige Verbrennung in einem geschlossenen Rohre unter Auffangen 
r Verbrennungsgase vornimmt. Auch A. Scharrer und seine Mitarbeiter 
1 in letzter Zeit dazu tbergegangen, die mit Pottasche eingedickt: 

substanz im Dennstedtrohr mit Sauerstoffstrom und Platinkontakt, unter 
Vorschalten von AbsorptionsgefaBen, bei niedriger Temperatur zu ver 
ennen. 

Ein Fehler bei der offenen Veraschung scheint mir auch noch bei 
bestimmten Organprodukten, vor allem bei der Leber, an anderer 
Stelle zu liegen. Verbrennt man namlich in Eisenschalen unter Alkali 
gusatz nach der Methode von v. Fellenberg, zieht mit Wasser aus, gliiht 
vorsichtig die Riickstande der Wasserausziige und extrahiert dieselben 
mit Alkohol, so hinterlaBbt der Alkohol nach dem Abdampfen und 
Durchziehen durch die Flamme ein braungefirbtes Produkt Die 
Auflésung des letzteren in diinner Schwefelsiure  erscheint nach 
Filtration als braungelbe Fliissigkeit. die durch Zugabe von Nitrit 
sich braunrot verfarbt Die Verfairbung laBt sich durch Chloroform 
ausschiitteln. verschwindet aber nach kurzer Zeit * wieder aus dem 
Chloroform in der Weise, daB nacheinander Gasblasen aus dem Chloro 
form entweichen und zwar so lange, bis dasselbe wieder entfarbt ist 

Inwieweit diese ausgeschiittelten Chloroformverfarbungen mit 
Jod identisch sind. also ob sie ganz oder nur teilweise aus Jod bestehen 


st noch nicht mit Sicherheit festgestellt und wird an anderer Stelle 


dariiber berichtet werden Es wird sich hier aber hochst wahrse heinli h 
um eine katalytische Zersetzung von Chloroform und der darin auf 
genommenen farbigen Substanz in der Weise handeln, dali diese braun 
rote Farbe aus dem langdauernden und wiederholten GliihprozeB in 
Kisenschalen herriihrt und als eine neben .Jod auch eisenhaltige Ver 
bindung zu betrachten ist Diese Beobachtungen wurden bisher bei 
ausschlieBlicher Aufarbeitung des Materials in Platingefaben noch 
nicht gemacht Wir hoffen indes, in einiger Zeit diese Frage klaren 
zu konnen und damit vielleicht auch zu einem anderen Teile die Griinde 
fir manche weniger gute Ubereinstimmungen von Jodangaben = in 
tierischem Material, wie sie in der Literatur bisweilen augenscheinlich 


sind, gefunden zu haben 
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Die saure Aufschlubmethode auf Grund getiatigter Verbesserung: 
gestattet es heute, in pflanzlichen und tierischen Produkten, sei 
es Organe, Gewebe, Korperfliissigkeiten, Sekrete oder Exkrete, J 
auch in den kleinsten Mengen einwandfrei zu erfassen Die im « 
wihnten Bericht beschriebene Apparatur hat seine Brauchbark« 
immer mehr bewiesen. Ein Corleiskolben! von etwa 1,5 Liter Inhatt 
als Verbrennungsgefib diirfte fiir alle Zwecke geniigen. Ein Gas: 
meter von 25 Liter Inhalt zur Entnahme von einem gleichmabig: 
Strom jodfreier Durchspiilungsluft ist sehr zu empfehlen. Alsdai 
hat sich ein Durchleiten von Luft durch den eingeschliffenen Einsat; 


kiihler im Hals des Corleiskolbens als sehr zweckmiabig gezeigt aus 


Griinden, die ich spater erlautern werde. 

Die Vorbereitung der zu untersuchenden, jodarmen organischen Sul 
stanzen geschieht in der Weise, daB das zerkleinerte frische oder auc! 
fliissige Material zur Vermeidung jeder Jodverluste mit Pottaschelésung 
bis zur deutlichen alkalischen Reaktion durcehmischt und im Vakuurm lx 
niedere Temperatur getrocknet wird. Wenn solche Ofen nicht zur Ver 
fiigung sind, kann auch in den tiblichen Trockenschranken unter haufigen 
Wenden bzw. Durchriihren der Masse eine Trocknung erzielt werden. D 
Trocknung bis zur Gewichtskonstanz durehzufiihren ist wohl nicht imme: 
noétig, da ja bekanntlich meistens der prozentuale Gehalt an Jod auf frise} 
Substanz bezogen wird. Die relativ trockene Substanz, deren Feuchtigkeit 
verlust durch Wagung bestimmt ist, wird bis zu Linsengrébe zerkleinert 
und in verschlossener Flasche aufbewahrt. 

An Substanzmenge verwende ich etwa 15 bis 20g, welche bei fester 
bzw. fliissigen Materialien einem Gewicht von 60 bis 120 ¢ frischer Substar 


entsprechen. Gentigen diese Mengen fiir einen Jodnachweis noch nicht, 


so kann man die Destillationsprodukte von zwei oder drei Aufschliisse 
vereinigt aufarbeiten, d. h. eindampfen, mit Alkohol extrahieren usw. Da 
angetrocknete Produkt wird wie iibtich durch den Fiilltrichter in das Ver 
brennungsgefaB eingefiillt und bei absolut trockener Substanz mit etwas 
Wasser befeuchtet, damit der AufschluB nicht zu stiirmisch verlaiuft. 
Als Absorptiofisvorlagen dienen zwei Waschflaschen, von denen dir 


erste L00cem 10° ige, die zweite L000 cem 5°,ige Kalilauge enthalt und 


prenugen bei richtig gehandhabter Verbrennung diese Mengen Alkali Lrhimhe 
Nachdem die Substanz mit Schwefelsaiure tiberschichtet, die Apparatu 
verschlossen und auf ihre absolute Dichtigkeit gepriift ist, gibt man etwa 
Perhyvdrol? zu, und setzt dann fiir gewé6hnlich eine langsame Verbrennur 
bald ein. Wie séhnell eine Zerst6rung von organisch gebundenem J: 
vor sich geht, kann man bei dem Thyroxin der Schilddriise beobachter 
denn einige Gramm Driise geniigen, um nach wenigen Minuten Aufschlu 
gefaB und Ableitungsrohr mit violetten Dampfen anzufiillen. Die Dure! 
spiilungsluft wird in zihlbaren Blasen durchgeleitet und eine kleine Flamin 
unter die Asbestplatte des Corleiskolbens gestellt. Ist beides in richtige 


! Die Apparatur kann von der Firma Dr. H. Geissler Nachf., Bonn a. RI 
Fabrik fiir Laboratoriumsbedart, bezogen werden. 

2 Statt des sehr teuren Perhydrol (Kilogramm tiber 20 R.W) verwend 
ich heute das gleichwertige Hydrogenvim peroxydatum medicinale ,,.Werch 
(das Kilogramm 3,50 R.1/). 
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ismaben geschehen, so labt sich die Apparatur noch weiterhin so regulieren, 
stiindig Perhydrol zutropfen und eine gleichmaBige Oxydation vor 
gehen kann. Ein mehrmaliger blinder AufschluBversuch bringt un 
lkiirlich eine entsprechende und bald sichere Handhabung der Apparatur 
Immerhin liegt die Wahrscheinlichkeit nahe, daB bei der energischen 
Qxvdation des Materials und damit der Zerst6rung organischer Jod 
rbindungen sich aus dem frei werdenden Jod deren nichtfliichtige 
Sauerstoffverbindungen bilden, die dann in dem AufschlubBgefabB zuriick 
halten werden kénnen Trotz wiederholter Untersuchungen habe 
h zwar ein solches Zuriickbleiben von Jodaten nicht gefunden, aber 
ssenungeachtet stets mit deren Mdéglichkeit gerechnet und daher 
whstehende SicherheitsmaBnahmen  getroffen. Gegen Ende der 
Verbrennung, also wenn noch sichtbare Mengen unverbrannt sind 
wurde die Perhydrolzufuhr fiir einige Minuten abgestellt und nur mit 
Flamme und Luftstrom gearbeitet Bei dieser Manipulation wird 
geniigend elementarer Kohlenstoff wie auch Kohlenoxyvd frei die 
in sich beide schon reduzierend auf Jodat einwirken kénnen. Alsdann 
wirken sie bei der erhéhten Temperatur auf die AufschluBschwefel 
siure reduzierend ein unter Bildung von schwefliger Saure. die ihrer- 
seits ebenfalls zur Zerlegung des Jodates dienen kann Bei Beob 
whtung dieser einfachen Mabnahmen hat man absolute Gewahr 
daB saimtliches Jod in Form seiner fliichtigen Verbindungen das Auf 
schlubgefab verlabt 
Wahrend der Verbrennung bemerkt man, besonders bei tierischem 
Material, daB aus den Destillationsgasen im Kolbenhals und Austritts 
rohr sich kondensierende. tribe Schlieren an den Glaswandungen 
niederschlagen: diese flieBen teilweise vom Kolbenhals wieder in das 
\ufschluBbgefaB zuriick,. wenn man einen lebhaften Luftstrom, von 
dem ich eingangs gesprochen, durch den eingeschliffenen Luftkiihlet 
im Kolbenhals streichen labt. Passieren sie jedoch den WKolbenhals 
so bewegen sie sich im Austrittsrohr weiter den Vorlagen zu und werden 
dort gelést. Da diese iiberdestillierenden, mitgerissenen Produkte 
us den verschiedensten Fettsiuren bestehen deren Hauptmenge 
us den vorhandenen Fetten, ein geringer Anteil vermutlich aus 
Elementarsynthese wihrend der Verbrennung herriihrt, setzen die 
selben sich in den Vorlagen zu Kaliseifen um, was an dem Schaumen 
derselben erkennbar wird Dieses Schaumen wird beim Verbrennen 
von 60 bis 100 ¢ frischer Substanz bisweilen so stark. dab die Vorlagen 
mit Schaum angefiillt sind und letzterer sogar noch aus der zweiten 
Vorlage austritt. 
Dieses Auftreten von Fettsiuren bzw. Seifen in den alkalischen 
Destillationsvorlagen ist ein stOrendes Moment beim Perhydrolsaure 


uifschluB. denn dieselben gelangen beim Eindampfen der Vorlagen 
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mit in den Alkoholauszug und nach dem Ansauren und Filtration 
Alkoholriickstandes spurenweise noch mit in das Chloroform \ 
einfache Weise zu beseitigen sind die Fettsauren durch Erhitzen d 
Riickstande der Destillationsvorlagen auf dem Asbestnetz mit Pi 
brenner: da ihre Menge in der Salzmasse eine relativ geringe ist 
geht die Verbrennung bei 6fterem Umwenden auch sehr schnell vor si: 
Da ich aber, wie oben erwahnt,. fiir eine einwandfreie Analy 
jedes offene Erhitzen bzw. Verbrennen der jodhaltigen Substanz ai 
schalten méchte, suchte ich nach anderen Wegen fiir Entfernung d 


Fettsiuren. Einen Weg habe ich schon auf der Jodtagung erwah 


; 


und bis vor kurzem ausschlieBblich beschritten:; derselbe besteht in der 


Ausfillung der Fettsauren in Form unldéslicher Kalkseifen Eine 


zweiten Weg habe ich neuerdings noch gefunden, er besteht in de1 


Zwischenschaltung eines Fettsaurekondensors, mittels dessen = d 
Fettsiuren auf dem Wege vom Aufschlubgefab bis Vorlagen testgehalt: 
werden. und den ich unten niher beschreibe 


Bei der Ausfallung der Fettsauren bin ich folgendermaben verfahre: 


Nach Beendigung der Verbrennung wird der alkalische Inhalt de: 


beiden Absorptionsflaschen unter Ausspiilen in ein Becherglas tberfiil 
und einige Zeit auf dem Wasserbad digeriert. Hierbei sollen noch 
gebundene, in der Fliissigkeit suspendierte Fettséuren zu Kaliseifen wu 
gesetzt werden, was schon sehr bald an der Klarung der Losung erkennb 
wird. Mit einer etwa 20° igen Lésung von Chlorecaletum werden nun 
der Warme die Kaliseifen in Form der Kalkseifen ausgefallt, und schlay 


sich nach kurzer Zeit ein feinkérniger Niederschlag zu Boden; ein Uber 
schuB an Caleiumchlorid wird seinerseits mit PottaschelOsung beseitigt 


Der ziemlich erhebliche Niedersechlag besteht nun nicht allein aus Ka 


seifen, denn entsprechend dem Reaktionsmechanismus wahrend der Ver 


brennung tritt eine grobe Menge Kohlendioxyvd mit den Destillationsgas 
in die Kalilaugevorlagen tiber und setzt sich dort zu Kaliumecarbonat bzw 
-bicarbonat um. Durch deren Anwesenheit wird natiirlich bei Zugabe d 
Chlorealciumlésung auch Calciumearbonat so lange mit ausfallen, als mov 
freie Carbonationen in der Lésung vorhanden sind. 

Die tiber dem Niederschlag stehende klare Fliissigkeit wird filtrie1 
der Niederschlag einige Male mit heiBem Wasser aufgertihrt, dekant 


und schlieBlich auf das Filter gebracht. Das vereinigte Filtrat dam) 
man in flacher Porzellanschale auf ein Minimum ein, tiberfiihrt in Plat 
schale, dampft ein und trocknet. Der Riickstand wird pulverisiert uw 


wiederholt mit Alkohol extrahiert; sollten noch Spuren von fettsaur 
Salzen dem Alkoholriickstand anhaften, so werden beim Ansaéuern 1 
2 bis 3cem verdiimnter Schwetelsdéure auch die letzten Reste von Fett 
siuren frei, scheiden sich in der Kalte in fester Form aus und kénnen din 
Filtration getrennt werden. Die Aufarbeitung des Filtrats geschieht da 


wie gewohnt. 
Da. wie oben beschrieben. bei Ausfallung der Fettsauren in « 


Absorptionsfliissigkeit auch sehr viel Calciumcarbonat mit nied 


geschlagen wird, versuchte ich die Fettsdiuren vor Eintritt in die Vi 
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en in einem geeigneten Kondensor zuriickzuhalten. und die ab 


ildete Apparatur hat diesen gewiinschten Zweck vollkommen erfiillt 





Abb. 1 


Der Fettsaurekondensor besteht aus zwei fiir sich geschlossenen 
Jenaer Glasréhren, die am unteren Ende miteinander verschmolzen 
sind Das innere Rohr steht durch Eintritt- und Austrittstutzen A 
ind B mit der Aufschlubapparatur bzw. Vorlagen in Verbindung 


iberdem hat dasselbe einen Ablaufstutzen (¢ dessen Verlingerungs 
tiick in die darunter befindliche Flhissigkeit reicht durch den 


mittels Quetschhahns von Zeit zu Zeit die kondensierten Fettsauren 
ind Kondenswasser in ein darunterstehendes Kélbchen mit verdiinnter 
Kalilauge abgelassen werden kénnen. Das daubere Rohr des Kondensors 


t Zu- und Ablaufstutzen ) und F dient als Kiihlmantel. durch den 


ein lebhafter Wasserstrom geleitet wird 


Die iiberdestillierenden Fettsiuren lassen sich wahrend des 


\nalysenganges nahezu quantitativ im Kondensor sammeln, aus dem 
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‘zur Best. kleinster Jodmenger 


sie abgelassen und zum Schlub herausgespiilt werden. Das Kolbe! 


mit verdiinnter WKalilauge und Fettsauren wird auf dem Wasser! 


bis zur Losung aller festen Fettsaureteilchen erwarmt und wie ol 


mit Caleiumcehloridlésung gefallt Das erhaltene Filtrat 
entweder fiir sich, oder nach Vereinigung 


kann 1 
mit den Absorptio 
fliissigkeiten, aufgearbeitet werden 


Durch die be ide 7 vorbe schric he wen Aussche idungsme thods 7 de } 


dem Perh ydrol Schuwefelsdureau ischlups milgerissenen Fettsduren 


ist so 
eine JS odhe stimmung hele inste r Me noen in tye rische Mh Mate rial und ‘ hi 


pllanzlichen Produkten in einer gesechlossenen A pparatur unter | 


iis idunq auch jede n oflenen Erhitz ws bow (lithe nS de r Nubhstanz 


MMO 
geworden und damit vielleicht ein Weg geschaffen. di 


in der Litera 
so sehr diffe rierenden Angal» n iiher die Jodverte ilung in der organistvert 
Welt auf eine einigermaBen iibereinstimmende Parallele zu bring 
somit vielleicht auch der Ergriindung der Biologie des Jodproble: 
einen Schritt zur Klarung naher zu kommen 














Zur Bestimmung kleinster Mengen Jodid neben sehr viel Chlorid. 


Kin Beitrag zur potentiometrischen Titration. 


Von 
FE. hieferle und E. Erbacher. 


s der chemischen und physikalisch-chemischen Abteilung der Siid 
tschen Versuchs- und Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft in Weihen- 


stephan. ) 


(Eingeqangen am 29. Juli 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text 


Die Bestimmung kleinster Mengen von Jod nach dem bekannten 
na erprobten Verfahren von Fellenberq erfordert neben peinlicher 
\rbeitsweise auch einen betrachtlichen Aufwand an Zeit. namentlich 
wenn der Ausschiittelung des Jods mittels Chloroform oder der Titration 

wh besondere Vorbereitungen. wie z. B. die Veraschung der Trocken 
masse bei der Jodbestimmung in Milch. vorauszugehen hat. Wir ver 
suchten daher, den Jodgehalt der Milch mittels potentiometrische! 
litration geeigneter Milchseren direkt zu ermitteln 

Die potentiometrische Mabanalvse vermag vielfach umstandliche 
inalytische Bestimmungen zu ersetzen Ihre Anwendung auf die 
Bestimmung der Halogene in der Milch wird durch eine Reihe un 
ygiinstiger Faktoren erschwert. Schon die Vielgestaltigkeit des Svstems 
Milch, dessen Bestandteile sowohl kolloiddisperser als auch molekular 
ind iondisperser Natur sind, laBt fiir die Titration nur ein geeignetes 
Milehserum in Betracht kommen. In der Tat gelang die Bestimmung 
les Chlorgehaltes der Milch mittels dieser ausgezeichneten phy sikalischen 
Methode weder in Vollmilch noch in entrahmter Milch, selbst bei weit 
gehender Verdiinnung. wahrend die Titration verschiedener Seren 


B. des Aluminiumsulfat-. des Essigsiure-. des Membranfilter 


wie Z 4 
ind des Kupfersulfatserums, sehr genaue und sehr gut reproduzierbare 
Werte lieferte Dariiber wurde in einer anderen Arbeit berichtet! 
Kieferle und Erbacher, ..Zur Methodik der Chloridbestimmung 
Milch. Beitrage zur Kenntnis der Chlorzuckerzahl von Viertels- und Einz 


vemelken**, Milehwirtschaftliche Forsehungen, Bd. VI 
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Fiir die potentiometrische Bestimmung des Jods in Milch komn 
noch weitere Faktoren in Betracht. Es labt zwar die pote ntiometris¢ 
Titration die Méglichkeit der Bestimmung von Jod und Chlor nebe 
einander zu; da aber bei einer derartigen Titration dieser beiden Halogs 
z. B. mit Silbernitrat. das Jod zufolge der geringeren Léslichkeit « 
AgJ zuerst gefallt wird, so wird der Potentialsprung nach Fallu 


, 


des Jods durch die Chlorkurve aufgefangen Das bedingt besonds 


bei Konzentrationsverhaltnissen der beiden Halogene. wie sie in dey 


Milch vorliegen. also kleinste Mengen von Jod neben sehr viel Ch! 
(bei der Milch normaler Zusammensetzung 25- bis 30 Millionstel Gramn 


Jod neben 1,0 bis 1.2 g Chlor pro Liter) eine fiir die Titration se! 


nachteilige Verringerung der GroBenordnung des maximalen Richtungs 
koeffizienten 

Wie aus nachstehenden Versuchen ersichtlich ist, lassen. si 
tatsichlich noch derart minimale Mengen von Jod neben sehr vi 
Chlor in reinen Lésungen von Kaliumjodid und Kaliumcehlorid bei 
vorsichtigster Arbeitsweise ermitteln, wenn man Mercuriperchlorat 
als fallendes Agens und Silber als Indikatorelektrode verwendet. Unser 
Bemiithungen, den Jodgehalt der Milch mit Hilfe dieser Methode zu 
erfassen, miblangen aber: es ist namlich nach unseren Beobachtungen 
die Inkonstanz des Potentials, welche die verschiedenen Milchseren 
auch bei Verwendung von Silber als Indikatorelektrode zeigen, zu 
grob, als da sie die bei dieser Titration sich ergebenden kleine: 
Potentialspriinge noch erkennen lieBe 

Wenn wir es trotzdem unternehmen, im nachstehenden tiber unser 
Versuche zu berichten. so geschieht dies, um zu zeigen, wie mittels 
potentiometrischer Titration minimale Jodidmengen in wasserige: 
Lésungen mit und ohne Zusatz von KCl noch unter Bedingunger 
quantitativ erfabt werden kénnen, bei denen die tiblichen mafanalyt 
schen Verfahren lingst versagen. Die Versuche werden damit zu einen 
beredten Zeugnis fiir die Leistungsfahigkeit und unvergleichliche Exakt 


heit der potentiometrischen Mabanalyse. 


Experimentelles, 


Fir unsere potentiometrischen Titrationen verwendeten wir cir 
Erich Miiller in seinem Buche: ,.Die elektrometrische potentiometris¢ 
MaBbanalyse*, $. Aufl., 1926, mit I bezeichnete Methode. Sie besteht 
der Aufnahme der Potentialkurve und im Aufsuchen ihres Wendepunkt- 
Die Potentialmessungen fiihrten wir nach der Kompensationsmet! 


aus unter Verwendung eines Kapillarelektrometers als Nullinstrument 


Schaltungsméglichkeiten von Dekadenrheostaten. 


Zweckmabig verwendete man bisher zur Messung der zur Kompensat 


benétigten, der EK proportionalen Ohm, einen Ostwaldschen Dekad 
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staten von 10.10 und 9.100 Ohm, so da8 in den Hauptstromkreis 
stant 1000 Ohm Widerstand eingeschaltet sind. Durch Verschieben 
Stépsels in der 10er-Ohmreihe um einen Kontakt andert sich die ab- 
weigte Potentialdifferenz um 4/9) des Wertes, der zwischen den End- 
mmen vorhanden ist. Die Tausendstel miissen hier geschatzt werden. 


Die Schatzung ist nicht genau und zudem nur mit einer gewissen 
hteiligen Inanspruchnahme des Kapillarelektrometers verbunden. Es 
r daher fiir unsere Messungen, bei denen die gréBte Genauigkeit erstrebt 
rde, eine Anordnung wiinschenswert, die es gestattete, nicht nur die 
ntel und Hundertstel, sondern auch die Tausendstel und Zehntausendstel 
Wertes, der zwischen den Endklemmen vorhanden ist, abzulesen. 


Nach der Anordnung von Richards! kann man die Tausendstel direkt 
esen. Links sind 9. 100, rechts 11.10Qhm. Parallel zu 2.10 Ohm 
r rechten Seite sind 10.2 Ohm geschaltet, so daB der Gesamtwiderstand 
00 Ohm betraigt. Verschieben wir den Stépsel in der 10. 2-Ohm-Reihe 

einen Kontakt, so andern wir die abgezweigte Potentialdifferenz um 
des Wertes, der zwischen den Endklemmen vorhanden ist. Durch 


00 


nngemiBe Erweiterung dieser Parallelschaltung nach demselben Prinzip 


issen sich Vorrichtungen herstellen, die auch die Zehntausendstel direkt 


V 


} 
( 


sulesen gestatten. Die entsprechenden Spezialausfiihrungen der Ostwald - 
en Dekadenwiderstande standen uns nicht zur Verfiigung. Daher haben 

r, um zum Ziele zu gelangen, d. h. um auch die Zehntausendstel ablesen 
kénnen und nicht schaétzen zu miissen, eine andere Anordnung getroffen. 
ist in nachstehender Abbildung wiedergegeben. 
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Abb. 1. 


1 Vgl. Ostwald-Luther, ,,Hand- und Hilfsbuch zur Ausfiihrung physiko- 
emischer Messungen“, 4. Aufl., 8. 464, Leipzig 1925. 
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Zwei Ostwaldsche Dekadenwiderstinde I und II sind hintereinand 
geschaltet. 
[ hat rechts 9 . 100 Ohm (A B) und links 10.10 Ohm (CD), zus. 1000 O} 
..0 a en a = » 0.01 » Gh op 10 


Damit der Gesamtwiderstand der beiden hintereinandergeschalteten Kast 
1000 Ohm nicht tibersteigt, darf beim Widerstandkasten I der Konta 
der letzten zehn Ohmspule bei C nie gestépselt werden, in der Abbildu 
mit (100e) bezeichnet. Diese Widerstandspule ist eventuell kurzzuschlieb 
Eine Verbindung von C mit E ist zwecklos, da der Stromkreis schon vor! 
durch ¢ geschlossen ist. In der Abbildung waren zwischen d und e, we: 
: : : 263.4 
man sich die beiden Widerstandsaitze ITI und IV wegdenkt, 964 d 
gesamten Potentialdifferenz abgezweigt. 


Um standig einen Gesamtwiderstand von 1000 Ohm im Hauptstro: 
kreis einschalten zu kénnen, sind daher entweder zwischen Akkumulat 
und A oder zwischen Akkumulator und G die beiden Reihenstépselwicd 
stande III und IV einzuschalten, mittels denen man die von 1000 Oh: 
fehlenden 36 Ohm einschalten kann. Reihenwiderstand III enthalt vie: 
verschiedene Widerstande, 10, 20, 30 und 40 Ohm, insgesamt 100 Oh: 
und Reihenwiderstand IV enthalt ebenfalls vier verschiedene Widerstan«: 
1, 2, 3 und 4 Ohm, insgesamt 10 Ohm. Bei diesen beiden Widerstandsatz 
erfolgt das Einschalten eines Einzelwiderstandes durch Herausziehen «i 
Stépsels, der ihn kurzschlieBt. 


Bei der Messung verfahrt man folgendermaBen: Zuerst wird mit de! 
Stépsel der 100er-Ohmreihe (AB) der Reihe nach vom 0-Ohmstift au- 
gehend, der Widerstandstift aufgesucht, bei dem der Ausschlag im Kapilla: 
elektrometer die Richtung andert und der Stépsel auf den vorhergehende: 
Stift gesteckt. Ebenso wird bei der 10er-Ohmreihe (CD) verfahren; nu 
wird sofort die in der 10er-Ohmreihe bis 90 Ohm ausgeschaltete Anza! 
von Ohm im Widerstandkasten III eingeschaltet. Dann wird dasselbe bei 
der Einer-Ohmreihe (EF) wiederholt und die in dieser Reihe ausgeschaltet: 
Anzahl von Ohm im Widerstandkasten IV eingeschaltet. Schlieblic! 
wird in der 0,ler-Ohmreihe (GH) der Stift aufgesucht, bei dem das Kapilla: 
elektrometer keinen oder den geringsten Ausschlag zeigt. Die 1000 Oh: 
Widerstand, die der Akkumulatorstrom durchflieBen soll, verteilen six 
also auf 9. 100, 9. 10, 9. l und 10. 0,1 Ohm. Die 9. 100 und 10. 0,1 Oh: 
sind dauernd schon in den Widerstandkasten I und II eingeschaltet; nu 
um auch 9.10 und 9.1QOhm in den Hauptstromkreis einschalten 
kénnen, sind die Widerstaénde III und IV nétig. 


Die Ausfiihrung einer Titration mit Hilfe dieser Schaltung sieht etwa- 
kompliziert und langwierig aus. Bei ganz geringer Ubung aber gelingt 
die Durchfiihrung der Schaltung rascher, als gewéhnlich die Einstelluny 
des Potentials erfolgt. Die Bedienung der Reihenwiderstande III und I\ 
vollzieht sich vollstaéndig mechanisch. Man stépselt einfach immer in I! 
eine Einheit mehr als die Zahl ist, die der in der CD-Reihe bestépselt: 
Ohmstift tragt, und ebenso in IV eine Einheit mehr als der bestépselt: 
Ohmstift in der EF-Reihe angibt ; man schaltet auf diese Weise, ohne zahi 
oder rechnen zu miissen, in IIIT und IV den richtigen Widerstand ein. ! 
263,4 
1000 © 


der Abbildung wurde auf diese Weise erreicht, daB zwischen d und e 
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ntialdifferenz herrscht, die zwischen den Endklemmen A und J vor- 
len ist. Selbstverstaéndlich kann man statt der von uns benutzten 
lerstandsaétze III und IV, die nach dem Schema 10, 20, 30, 40 und 
2. 3, 4 eingeteilt sind, auch solche nehmen, die nach dem Schema 10, 
20, 50 und 1, 2, 2, 5 oder auch, wegen der vielen Stépsel allerdings 
iger praktisch, in 10.10 und 10. 1 eingeteilt sind. 

Wir haben mit unserer Schaltung die besten Erfolge in bezug auf 
auigkeit erzielt; sie ermdéglichte auch Untersuchungen anzustellen 


er die 


Bestimmung von Jodid in Liésungen von sehr geringer Konzentration. 


Da in normaler Milch nur etwa 0,025 bis 0,030 mg Jod im Liter neben 
wa 1,0 bis 1,2 g Chlor enthalten sind, haben wir unsere Versuche haupt 
chlich auf wasserige Salzlésungen der beiden Halogene, die dem er 
hnten Konzentrationsverhaltnis entsprechen, eingestellt. Auf ihre 

Brauchbarkeit als MaBfliissigkeit wurden zu diesem Zwecke Silbernitrat, 
‘alladiumehloriir und Merkuriperchlorat untersucht. 

Vor Besprechung der Ergebnisse unserer Versuche halten wir es fiir 
gebracht, auf die geringe Haltbarkeit von Jodidlésungen hinzuweisen. 

tzdem wir zur Herstellung der K J-Lésungen iiber Pottasche destilliertes 
isser benutzten und die Lésungen im Dunkeln aufbewahrten, so machten 

doch stets die Beobachtung, daB auch die K J-Lésungen sehr geringer 
nzentration innerhalb weniger Tage sich merklich zersetzt hatten. 


1. Bestimmung mit Silbernitrat. 
Indikatorelektrode Silber. 

Die Titration von Lésungen, welche ausschlieBlich Jodion enthalten, 
geht bei Benutzung der oben angegebenen Schaltung selbst bei weit- 
gehendster Verdiinnung noch sehr genau, wenn man eine Biirette benutzt, 
lie in */s9cem geteilt ist und sehr genaue Ablesemdglichkeit besitzt, d. h. der 
\bstand der einzelnen Teilstriche der Biirette muB mindestens 3 mm 
betragen. Vor Beginn der Titration muS8 ein annahernd konstantes Potential 
abgewartet werden, das meist schon nach 5 bis 10 Minuten langem Riihren 
eintritt. Man titriert in der Gegend des Umschlagpunktes mit Mengen 
von 0,02cem Silbernitrat und mi®t das jeweilige Potential nach dessen 
konstanter Einstellung nach Verlauf von etwa 4 Minuten. Titriert man 
auf diese Weise 1000ccem 0,000001n Kaliumjodidlésung mit 0,001 n 
\gN O,-Lésung, so stimmt das gefundene Resultat innerhalb 1°. Der 
Maximalwert des Richtungskoeffizienten hat bei der Titration von 1000 ccm 
0.00001 n KJ mit 0,01 n AgNO, eine GréBenordnung von etwa 2000 und 
bei der Titration von 1000 cem 0,000001n KJ mit 0,001 n AgNO, noch 
eine GréBenordnung von etwa 600. 

Bei der Titration von verdiinnten Jodidlésungen bei Gegenwart von 
Chlorid héherer Konzentration mit Silbernitratlésung ist folgendes zu 
heachten. In dem Moment, in dem nach Absattigung des Jodids das erste 
Silberchlorid fallt, hat man AgCl und AgJ mit der Lésung im Gleich- 
gewicht, und es gilt gleichzeitig 

10—-'6 
ind 
10-10 


cdaraus 


10-* 
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Ist nun das Chlorid in normaler Konzentration gegenwiirtig, so ist. 


raps Cy = 10—* 


Da aber die Bestimmung des Jodids erst quantitativ ist, w 
Cy 10—*, so bleiben 10—-*—10—*§ = 9.9.10-7 Mole Jodion pro L 
nicht bestimmt, das waren fiir die 0,00001 n Jodidlésung 9,9°, und 
die 0,000001 n Jodidlésung 99° (vgl. Miiller, S. 62). Bei einer Kk 
zentration von 2,6g KCl im Liter, die dem ungefahren Chloridgehalt 
Mileh und einer Normalitét von 0,035 entspricht, errechnet sich d 
aus der Gleichung 

Cy : Ce 10--* 
Cy 10-* . 0,035 = 3,5. 10—-*. 


Es bleiben in diesem Falle also 3,5. 10—-%—10—-§ 2,5.10-% Mole Jod 
pro Liter nicht bestimmt, so da8 wir in der 0,000001 n Jodidlésung 
2,5°, Jod zu wenig finden miiBten. Der Versuch ergab jedoch ein ande: 
Ergebnis. 

Es mége vorausgeschickt werden, daB die Ablesung der einzeln 
Potentiale immer in etwa 3 Minuten nach erfolgter Zugabe von Silb 
nitratlésung erfolgen konnte, und da®B Zusitze von Bariumnitrat, Ka 
alaun, Ammoniak, Ammoncarbonat oder Schwefelsiure die Titration 
nicht verbessern konnten, da diese Zusitze die Potentialspriinge nx 
nur verringerten. Wir benutzten als Indikatorelektrode einen spiralférmig: 
blanken Silberdraht. 

Wie bereits an anderer Stelle darauf hingewiesen, ist die Haltbark 
von Jodidlésungen von solch geringer Konzentration, wie sie fiir \ 
stehende Versuche gewihlt worden war, eine sehr beschriinkte, so «i: 
mit bestindiger Anderung des Titers der Jodidlésungen gerechnet werd 
muBte, sofern nicht fiir die Versuche immer frisch hergestellte Lésung 
verwendet wurden. In Tabelle I sind nun die Versuche mit Jodidlésun, 
gleichen Titers in Gruppen zusammengefaBt und letztere durch gréb: 
Raum voneinander getrennt. Der Titer der jeweilig verwendeten Jodi 
lésung wurde durch potentiometrische Titration ohne Zusatz von Kk‘ 
ermittelt. Versuche Nr. 1, 4, 8, 12, 17 und 19 geben die Bestimmung 
Titers der Jodidlésung, die bei den einzelnen Gruppen verwendet wurd 
wieder. 

Zu den Versuchen Nr. 1 bis 7 ist zu bemerken, daB der betracht)i 


hohe Zusatz von 10g KCl zu 100cem 0,001 bzw. 0,0001 n Jodidlésung 


" 


zwar den Verlauf der Titration ungiinstig zu beeinflussen vermag, 
aus der Verringerung der GréBenordnung des maximalen Richtung 
koeffizienten zu ersehen ist, daB aber das Ergebnis der Titrat 
richtig ist. Eine noch weitergehende Verringerung der Konzentration 
KJ-Lésung bei gleichbleibender Menge zugesetzten Kaliumchlo: 
(Versuch Nr. 7) machte die Titration jedoch unméglich. 

War bei Versuch Nr. 7 durch Zugabe von 10g KCl die Titration wm 
méglich gemacht, so lassen Versuche Nr. 9, 10 und 11 erkennen, da d 
Titration von 100 cem 0,00001 n Kaliumjodidlésung bei geringeren Zugabe: 
von KCl noch durchfiihrbar ist. Allerdings zeigt sich, daB mit gesteigert: 
Zusaitzen von KCl und bei Zusatz von KCl + Alaun Abweichungen 
Verbrauch an Silberlésung auftreten kénnen. 

Inwieweit eine noch weitgehendere Verminderung der Konzentrat 
der K J-Lésung bei gleichbleibendem Zusatz der Menge an K Cl die Titrati 
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ergebnisse beeinfluBt, zeigen in itiberzeugender Weise die Versuche Nr 
bis 16. Wahrend die Titrationen nach der oben entwickelten Theorie 
der Verminderung der Konzentration des Jodids bei gleichbleiben 
Gehalt der Lésung an Chlorid ansteigende Abweichungen mit negatir 
Vorzeichen ergeben sollten, zeigten die Versuche ansteigende Abweichur 
mit positivem Vorzeichen. 

Aus den Versuchen Nr. 20 bis 27 ist der EinfluB der Starke des Riih: 
auf das Titrationsergebnis ersichtlich. 

Zusammenfassend kann also zu den in Tabelle I angefiihrten Versw 
ergebnissen gesagt werden, dali die Resultate bei der Bestimmung 
Jodid in sehr verdiinnten Lésungen bei Anwesenheit von viel Ch! 
immer zu hoch ausfallen, daB der angegebene prozentuale Fehler mit 
nehmender Konzentration des Jodids und mit zunehmender Konzentrat 
des Kaliumchlorids steigt, und daB er mit zunehmender Starke des Riih: 
abnimmt. Infolge zu starken Riihrens bekommt man aber sehr ungl 
maBig aufsteigende und abfallende Richtungskoeffizienten. Beim schwac! 
Riihren gelingt wohl die Titration sehr schén, aber der prozentuale Fel 
um den man zu viel Jodid bei Anwesenheit von Chlorid findet, steigt s: 
stark an. Aus diesen Ergebnissen darf daher der Schlu8 gezogen werd 
daB die Bestimmung von Jodid bei Konzentrationen unter 0,0000! 
neben viel KCl mit Silbernitrat als Fallungsmittel nicht mehr gelingt, 
AgJ und AgCl bei den besprochenen Konzentrationsverhaltnissen fest 
Lésungen eingehen, wie selbige von F. W. Kiister und A. Thiel festgest: 
wurden (zit. nach Miiller, S. 106). 


2. Bestimmung mit Palladiumchloriir. 


53.35 cem der Merckschen Palladiumchloriirlésung, die nach Anga| 
lg Metall im Liter enthalt, wurden zwecks Herstellung einer n 100 Pd‘ 
Lésung auf 100 cem verdliinnt. Bei Ausfiihrung von Titrationen zeigt 
sich, daB der Gehalt dieser Lésung an PdCl, etwas zu hoch war. Wir 
brauchten bei der Titration von 1000cem 0,00001n KJ-Lésung 
0,84 com MaBfliissigkeit statt 1,00cem. Es wurden daher bei der Herste! 
der n/1000 PdCl,-Lésung 2leem der n/100 PdCl,-Lésung auf 250 
verdiinnt. Als Indikatorelektroden wurden untersucht Silber, Platin 
Palladium. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in nachfolge: 
Tabelle II zusammengestellt. 

A. Indikatorelektrode Silber. Die Titrationen gehen recht gut, sog 
noch bei einer Konzentration von nur 0,000001 n Kaliumjodid, versay 
aber auf Zusatz von einigen Grammen Kaliumchlorid bei dieser Verdiinnuny 

B. Indikatorelektrode Palladium. Die Titrationen versagen bei « 
Verdiinnung von 0,000001 n Jodkaliumlésung mit und ohne Zusatz 
KCl vollkommen. Ein einziges Mal gelang die Bestimmung des Jodid 
dieser Konzentration bei Anwesenheit von KCl und zwar auf Zusatz 


3 Tropfen normaler Essigsaure. 


C. Indikatorelektrode Platin. Benutzt wurde eine Winklersche Net 
elektrode. Die Titrationen versagten vollkommen bei Verwendung 
Platinelektrode nach ihrer Reinigung mit konzentrierter Salpeterséu: 
Sie gelangen erst wieder, als mit dieser Elektrode in konzentrierte: 
Lésungen gearbeitet und die Elektrode nur mit Wasser abgespiilt wor 
war. Das Anfangspotential stellte sich oft erst nach 40 oder mehr Minute 
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Palladiumchloriir als fallendes Agens erwies sich also als nicht geniig« 
empfindlich fiir diese geringen Jodionenkonzentrationen. Wenn auch | 
Durchsicht der Tabelle die Titrationen von KJ-Lésungen von 0,0000] 
mit und ohne Zusatz von KCl befriedigende Ergebnisse zeigen, so gestalt« 
sich doch besonders bei noch weit gehenderer Verringerung der Jodion 
konzentration die Durchfiihrung der Titration sehr schwierig und nur d 
alleriuBerste Vorsicht beim Titrieren ermédglichte es, den maxima 
Richtungskoeffizienten, wenn auch in niedriger, so doch gerade noch brau 
barer GréBenordnung festzustellen. 


3. Bestimmung mit Mercuriperchlorat. 
Die n/10 Mercuriperchloratiésung wurde durch Auflésen von 2,7 
HgO in 15g Uberchlorséurelésung (s 1,114) und Verdiinnen auf 25¢ 
hergestellt. 

a) Indikatorelektrode Jod'. Die Titration gelingt noch bei 100 c 
0,0001 n Kaliumjodidlésung mit n/10 Hg(ClO,),, wie aus nachfolgend 
Tabelle III ersichtlich ist. 


Tahe lle Tila. 





Verbrauch 


Groben- 
soDen an Mercuriperchlorat 


Zusatz ordnung des 

an maximalen 

Jodtinktur Richtungs- gefunden berechne 
koeffizienten 


K J+ Lésung Zusatz 
com com 


100 cem 0,001 n 6 Tropfen 1565 1,04 1,00 
2 100 , 09,0001 n 3 ‘ 1950 0,14 0,10 
100 , 0.0001 n 6¢ KCIL'3 * 210 0.14 0,10 
4 1000 , 0,0000iIn 26; ci 4a 205 0,14 0,10 


2, 
2 


Die Titration gelmngt nicht mehr, wenn man bei Nr. 4 gemaé®B de) 
vorgelegten zehnfachen Volumen KJ-Lésung 30 Tropfen frischer J 
tinktur zusetzt, oder wenn man mit der Konzentration der Kaliumjodi 
lésung nochmals um das Zehnfache heruntergeht. Es liefern aber samtli: 
Titrationen von diesen sehr verdiinnten Lésungen bei Verwendung \ 
Jod als Indikatorelektrode etwas zu hohe Werte, wie aus der Zusamme) 
stellung ersichtlich. Es ist der Verbrauch an n/10 Hg(ClO,), bei den a 
gefiihrten Versuchen um 0,04ccem zu hoch. Bei anderen Versuchen w 
der Fehler noch betrachtlicher. 

b) Indikatorelektrode Silber. Die Titration verdiinntester Jodidlésung 
mittels Mercuriperchlorats unter Verwendung von Silber als Indikat: 
elektrode hat sich als die zuverlissigste erwiesen. Es mu8 vor Beginn der 
Titration etwa 10 Minuten lang bis zur anndahernd konstanten Ei 
stellung des Anfangspotentials geriihrt und vor jeder Zugabe von Mercu 
perchloratlésung konstante Einstellung des Potentials abgewartet werd: 
was gewohnlich in langstens 4 Minuten erreicht ist. Es ist stets ein rein: 
eventuell blank geriebener Silberdraht als Indikatorelektrode zu wv 
wenden und das Riihren auf keinen Fall zu_ kraftig durehzufiihr 
Tabelle IIIb gibt eine Ubersicht iiber die nach dieser Methode dur 
gefiihrten Versuche. 


1 Siehe Miiller, Elektrometrische MaBanalyse, S. 108, 4. Aufl. 





Bestimmung kleinster Mengen Jodid. 


Tabelle IIIb. 


Mercuriperchlorat als MaBfliissigkeit. 





Verbrauch 
an Mercuri- 
perchloratlésung 
Menge und Normalitat 


Zusatze 
der vorgelegten K J-Lésung 


Losung 
Zugegebene 
Mengen 
MaBflissigkeit b 
Umschlagspunkt 


getunden berechnet 


Konzentration 
der Hg (ClOg)o- 
GréBenordnung 
des maximalen 
Richtungs- 
koetfizienten 


100 cem 0.0001 n Od n 0.02 
100 . 0.0001n 26g KCl On 0,02 
100 . 0.00001 n — 0.001 n 0.10 
100 0.00001 n 26¢KCl 0,001n 010 
L000 . = —-0,0001n 2.6¢ 0.1 n 0,02 
1000 O.N0001 n 26¢ . 0.01 n 0,02 
1000 0.000001 n 26 = 0.001 n 0.05 
1000 . O,0000005n 26e . 0.001 n 0.10 
1000 . O0000005n 26 0.001 n 0.05 
1090 0.0000002n 2.6 0.001 n 0,05 0,20 
1000 . O,0000002n 2.6 . 0.001 n 0.05 0.20 


1000 0.000009 n Zhe. 0.001 n 0.05 } 0.15 


Wie aus den Versuchen Nr. l bis 4 besonders deut lich erkennbar mst, 
ergab auch hier die Titration der KJ-Lésungen ohne Zusatz von KC! 
stets hdhere Werte des maximalen Richtungskoeffizienten als die Titration 
der KJ-Lésungen mit Zusatz von KCl. Dies erméglicht naturgeméB die 
Erzielung exakterer Werte durch die Titration. Bedingt sind diese héheren 
Werte des maximalen Richtungskoeffizienten durch den_ betrachtlich 
héheren Bereich an Kompensationsohm, der die Titration umfaBt. So 
entsprach bei Versuch Nr. 1 das Anfangspotential 84,0 Kompensations 
ohm, das Umschlagspotential + 70,0 Kompensationsohm. Dagegen lag 
bei Versuch Nr. 2 das Anfangspotential bei 73,5, das Umschlagspotential 
bei 12,4 Kompensationsohm. 

Versuch Nr. 12 ist ein typisches Beispiel einer Titration, die unter 
Verwendung einer wiederholt benutzten, aber vor dem Gebrauch nicht 
gereinigten Silberdrahtelektrode ausgefiihrt wurde. In solchen Fallen 
findet man, wenn die Titration tiberhaupt gelingt, meist zu niedrige Werte. 


Es sei hier nochmals besonders darauf hingewiesen, daB bei der Titration 
von so verdiinnten K J-Lésungen mit und ohne Zusatz von KCl mittels 
Mercuriperchlorats unter Verwendung von Silber als Indikatorelektrode 
die genauesten Werte im Vergleich mit den anderen Methoden erzielt 
wurden. 


Um den Verlauf der Titration einer KJ-Lésung von solch geringe 
Konzentration, wie bei Versuchen Nr. 10 bis 12 gewahlt, zu veranschaulichen, 
sei im folgenden das Versuchsprotokoll wiedengegeben. 

91 * 
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2cem 0,0001n KJ-Lésung 998 com Wasser 2.6g KCl; titriert n 
0,001 n Hg(ClO,),; Indikatorelektrode: blank geriebener Silberdraht, spira 


formig aufgerellt. 





Zeit 
der Ablesung 


Dh2Y 
5 40 
5 42 


Zugegebene 
MaBflussigkeit 
in ccm 


(Beginn d._Rubrens) 
0.00 
0.05 
O10 
O15 


0.20 


Komp. Ohm 


b 


ion 


wo 





0.25 
0.30 
0.35 
0,40 
0.45 
0.50 
0.60 
> JS 0.70 


bo Ye Ge 


ae ee ee or 
nS . 


Bei dieser Titration wurde jeweils mit der Zugabe neuer Mengen Malb- 
fliissigkeit so lange gewartet, bis die Einstellung des jeweiligen Potentials 
konstant war und sich auch mindestens fiir die Dauer von 1 Minute konstant 
gehalten hatte. Es wurde wahrend der Ausfiihrung dieser Titration nich 
stark geriihrt. 

Ergebnis der Titration ersichtlich, entspricht der 
maximalen Richtungskoeffizienten ein Verbrauch von 0,20cem Mal 
fliissigkeit, ‘also gleich dem berechneten Wert. Wenn auch der Endpunkt 
der Titration aller Wahrscheinlichkeit nach mit 0,20 cem 0,001 n Mereur 
perchloratlésung bereits etwas iiberschritten war, so wiirden wir un 
giinstigenfalls bei Annahme des arithmetischen Mittels aus 0,20 und 0,15 ec: 
Hg (C10,). 0,175 cem als Titrationsendwert immerhin einen Fehler vor 
nur 12,5°, erhalten, der bei der enorm geringen Kenzentration der KJ 
Andererseits muB aber, 


Wie aus dem 


Lésung als durchaus ertraglich erscheinen muB. 
wie bereits an anderer Stelle in dieser Arbeit erwaihnt, nochmals daraut 
hingewiesen werden, daB Jodidlésungen sich sehr leicht zersetzen, wodurc! 
sich bei der Titration ein geringerer Verbrauch an MaBfliissigkeit ergibt 
als der Berechnung entspricht. 


Zusammenfassung. 


Fiir die potentiometrische MaBanalyse verdiinntester Lésunge: 
wird zur Messung der Kompensationsohm eine neue Schaltung vo: 
Ostwaldschen Dekadenrheostaten angegeben, die neben den Hunderter 


und Zehnerohm auch die Einer- und Zehntelohm direkt abzuleser 


gestattet. 
Mit Hilfe dieser Schaltung werden verschiedene Fallungsmitté 
auf ihre Brauchbarkeit fiir die Bestimmung geringster Mengen Jodid-= 





Bestimmung kleinster Mengen Jodid. 


i Anwesenheit von Chlorid in Konzentrationsverhaltnissen, wie sie 


1 der Milch vorliegen, untersucht. 
Die Titration mit Silbernitrat miBlingt wegen Bildung fester 


Losungen der beiden Silberhalogenide bei den genannten Kon 


entrationsverhaltnissen 
Palladiumchloriir als fallendes Agens erweist sich als nicht geniigend 


empfindlich fiir diese geringe Jodionenkonzentration 
Mit Mercuriperchlorat als Fallungsmittel lassen sich noch solche 
veringen Mengen Jodid an der Silberelektrode bei vorsichtigster Arbeits 


weise bestimmen 

Die Anwendung dieser Methode auf die Jodidbestimmung in der 
Milch selbst scheitert an der zu groBen Inkonstanz des Potentials 
welche die Milchseren an der Silberelektrode zeigen. 








Uber den Einflu6 des experimentellen Hungerns auf den 
K- und Ca-lonengehalt im Blutserum. 


Von 
B. A. Sehazillo und D. Ch. Konstantinowskaja. 


(Aus dem Institut fiir pathologische Physiologie des Odessaer Staatliche: 
Medizinischen Instituts (vorm. Universitat) und aus dem Wissenschaftliche: 
Forschungsinstitut der ,,;Ukrnauka‘, Odessa, Ukraine.) 


(Eingegangen am 29. Juli 1928.) 


In der letzten Zeit hat sich ein groBes Interesse fiir das Studium 
der physiologischen Rolle der Mineralbestandteile der Nahrung geltend 
gemacht | Fr. Hofmeister (1)}. In den Arbeiten von Osborne und Mendel (2 
Scherman (3), Unterhill und Bogert (4), Hart, Steenbock und Humphrey (5 
sind zahlreiche wertvolle experimentelle und klinische Angaben iibe: 
die Wirkung von Mineralhunger auf den Organismus angefiihrt. 

Die Kolle des ‘Mineralhungerns im Haushalt des Organismus ist 
nicht minder wichtig als die Rolle des Vitamin-, EiweiB-, Kohlehydrat 
Wasserhungers und dergleichen [C. Funk (6)]. 

Bei verschiedenen Krankheiten nimmt der Organismus oft kein 
Nahrung auf. Ja bei jedem pathologisch klinischen Falle handelt es 
sich fiir den Arzt am Krankenbette um ein Hungern des Organismus 
Darum ist das Studium des Einflusses verschiedener Hungerformen auf 
die physiologischen und biologischen Vorgange von aktueller Bedeutung 
sowohl fiir die theoretische als auch fiir die praktische Medizin. 

Schon langst interessierten uns die Verinderungen des Elektro 
lvtgehaltes im Blute, die unter dem EinfluB des _ vollstandige: 
Hungerns bei den Tieren statthaben. Nun liegen aber in der Literatu: 
ziemlich sparliche Angaben tiber besagte Frage vor. So hat Meglitzky (7 
die Ca-Schwankung im Blutserum der Katzen bei volistandigem Hunger: 
unter Wasserverabreichung studiert. Er kommt auf Grund vo! 
drei dreiwéchigen und von drei zweiwéchigen Versuchen zu de 
Schlusse, daB Hungern die Schwankung des Blut-Ca beeinfluBt; bei: 
Beginn des Hungerns nimmt die Ca-Menge zu, und vor dem Hungertox: 
des Tieres vermindert sie sich. Indes berechtigen die in Tabelle I ar 
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fiihrten Ca-Werte des Katzenblutes durchaus nicht zu der Annahme 
es Abfalles des Ca-Spiegels vor dem Hungertode. 

Ferner berichten Fr. Rjabuschinschskaja (8) und deren Mitarbeiter 
mn Versuchen an zwei Hunden, die dem Hunger bis zum Verlust von 
2°, Korpergewicht ausgesetzt und Untersuchungen _hinsichtlich 
Classtoff- und Stoffwechsel unterworfen wurden. Die Autoren haben 
lie Beobachtung gemacht, daB der K-Gehalt im Blute steigt und die 
(‘a-Menge unverandert bleibt. 


Untersuchungen tiber den Elektrolytgehalt im Blute bei Tieren 
inter dem Einflu8 vollstandigen langdauernden Hungerns nach einzelnen 
Hungerperioden liegen unseres Wissens in der uns zugianglichen Literatur 


nicht vor. Es lassen sich aber auf Grund des Studiums klinischer 
Hungerbilder vier Hungerperioden unterscheiden: 1. Indifferentismus 
2. erregter Zustand, 3. Depression und 4. Lahmungserscheinungen 


Der EinfluB des Hungerns auf den Elektrolytgehalt im Blute wurde 
von niemand unter Bezugnahme besagter Periode untersucht 


Wir haben uns daher zur Aufgabe gemacht, nach den erwahnten 
Perioden die Veranderungen zu verfolgen, die der K- und Ca-Gehalt 
im Blutserum normaler Tiere unter dem EinfluB volistandigen Hungerns 
erleidet. 

Nachstehende Untersuchungen sind im Sommer 1926 an Hunden aus 
lem Laboratoriumszwinger ausgefiihrt worden. Bei den Versuchen waren 
ins die Laborantinnen Frl. T. Schesterikowa und R. Frenke! technisch 
behilflich, wofiir wir ihnen herzlich danken. 


Methodik. 


Die Blutentnahme geschah bei Hunden mittels einer Rekordspritze 
wus der V. saphena in Mengen von 10ccm an einem bestimmten Tage 
ler Woche ungefahr um 9 Uhr morgens. Blutserum wurde durch sofortiges 
nach Entnahme Schleudern und darauffolgendes Stehenlassen im Eis 
schrank innerhalb 30 Minuten bei 1 bis 2°C isoliert. Die K- und Ca-Be 
stimmungen im Blute erfolgten nach Kramer-Tisdalls (9) Verfahren mit 
einigen Modifikationen, die andernorts besonders angegeben werden. Die 
Reagenzien wurden sorgfaltig gepriift und der Faktor zur K- und Ca 
Bestimmung jedesmal gesondert berechnet, um Fehler zu vermeiden, die sonst 
ohne Einhaltung dieser Bedingung bei der Arbeit leicht mit unterlaufen 
kénnen. Letzteres ist von besonderer Bedeutung bei K-Bestimmungen. 

In jeder Blutportion wurden zwei parallele Bestimmungen vorgenommen 
ind daraus der Mittelwert fiir die Tabelle berechnet. 


Experimenteller Teil. 


Als Versuchstiere dienten uns fiinf 8 Monate alte Hunde von einem 
Wurfe. Vier wurden dem vollstandigen Hunger ausgesetzt unter Ver- 
abreichung von Aqua fontana ad libitum. Den fiinften Hund verwendeten 
wir zur Kontrolle. Dieser wurde mit den hungernden Tieren unter gleichen 
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lingungen gehalten, bekam aber fiir sich Futter. Die hungernden Tiere 

den streng tiberwacht, damit sie keine Fazes, Haare und anderes 
jen. 

Die Entnahme der fiir die Untersuchung erforderlichen Blutmengen 
nnte, nach Heubner und Ronas (10) Angaben urteilend, keinen wesent- 
en EinfluB auf den Elektrolytgehalt des Blutes bei unseren Experimenten 
iiben. 

In vorstehender Tabelle I sind unsere Resultate enthalten. 

Die Betrachtung unserer experimentellen Daten ergibt folgendes. 

Der Gehalt des Blutserumkalis schwankt wahrend der ganzen Hungerzeit 
nerhalb der gewéhnlichen physiologischen Grenzen. Bei einem Hunde 
Nr. 5) steigt der Kaliumspiegel gegen Ende des Hungerns etwas an, fillt 
loch spiiter zur Norm herab. 

Das Blutserumcalcium ist bei den Hunden Nr. 2, 4 und 5 in der Mitte 
und am Ende des Hungerns, gerade in den Perioden, wo bei den Tieren 
Erregungszustand und Lahmungen einsetzen, mehr labil. Der Ca-Gehalt 
ermindert sich namlich im Blute nach der Erregung der Tiere. Diese 
Ca-Verminderung laBt sich in Ubereinstimmung mit den Angaben von 
1. Loeb (11), Fr. Kraus (12), Zondek (13) u. a. iiber die Rolle der K- und 
Ca-Ionen in den Funktionen des Nervensystems erklaren. 

Wie aus obigem zu ersehen ist, stimmen unsere Versuchsergebnisse 

t denen von Fr. Rjabuschinskaja (14) nicht iiberein. 

Da Leichers (15) Untersuchungen gezeigt haben, da®B der Calcium- 
gehalt im Blute fiir jedes Individuum mehr oder minder konstant ist, so 
eigen wir zu der Annahme, da8 vollstaéndiges Hungern in unseren Experi- 
menten den Ca-Ionengehalt im Blutserum des hungernden Tieres in den 
Erregungsperioden des Nervensystems herabsetzt. Letztere haingen offenbar 
von der Anderung der veygetativ-reflektorischen Tatigkeit des Organismus 
ab, hervorgerufen durch das Auftreten unangenehmer Emotionen bei den 
hungernden Tieren [Glaser (16), Schazillo (17)). Es bedarf jedoch zu 
Klirung dieser Frage weiterer Untersuchungen. 


Zusammenfassung. 


Auf Grund der hier dargelegten Tatsachen erscheint als fest- 
gestellt, dab: 


1. vollstandiges Hungern das Verhaltnis der K- und Ca-Ionen 
im Blutserum der Hunde beeinfluBt, 


2. der Kaliumspiegel im Serum hungernder Hunde innerhalb der 


physiologischen Grenzen schwankt, 


3. der Calciumspiegel im Blutserum in den Hungerperioden abfallt, 
wenn Erregungs- und Lihmungserscheinungen bei den Tieren auftreten. 
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Untersuchungen iiber das Vorkommen des Arsens 
im Organismus der Fische. 


Von 
Erik Sadolin. 
Aus dem Pharmakologischen Institut der Universitat Kopenhagen.) 


(Eingeqangen am 1. Auqust 1928.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Bei Arsenvergiftungen wird durchgingig die héchste Arsenmenge 
der Leber oder eventuell in den Nieren vorgefunden. Einige dieses 
Verhalten aufweisende forensische Analysen sind in einer Tabelle 
in Heffters Handb. d. exper. Pharm. III, 1, 481, 1927 zusammengestellt. 
Die in dem hiesigen Institut angestellten forensischen Arsenanalysen 
weisen ein ahnliches Verhalten auf 
Unter den gewodhnlichen Nahrungsmitteln enthalten, bis auf 
einzelne Gemiise, nur die Fische derart betrichtliche Arsenmengen, 
daB sich das Arsen einigermaben genau quantitativ bestimmen abt. 
Die griindlichsten diesbeziiglichen Arbeiten wurden von der schwedischen 
\rsenikkommission ausgefiihrt Dieselbe findet, was den Dorsch 
betrifft, 4,1 bis 0,5 mg, durchschnittlich 1,3 mg As pro Kilogramm 
Kérpergewicht; was den Hering betrifft, 0.4 bis 0,8 mg(1l). Andere 
Forscher (2) haben ahnliche Werte vorgefunden. Eine Zusammen- 
stellung dieser beiden Tatsachen gibt zu der Frage Anlab: Ist das 
\rsen, eben wie bei dem intoxikierten Menschen, bei dem normalen 
Fische in der Leber prozentisch in gréBeren Mengen vorhanden als 
im Muskelgewebe ? 
Zwecks Untersuchung dieser Frage wurden die Analysen der 
labelle I angestellt. 
Tabelle I. 


Arsengehalt der Leber und des Muskelgewebes des Dorsches. 





Gewicht Leber Muskelgewebe 
des Fisches Arsen mg 


g Gewicht in g Arsen mg pro kg pro kg 


2900 61 0, 0.4 
3. 


l 
2 2840 91 


0,8 


In der vorliegenden Arbeit ist iiberall die von Jvar Bang (3) an- 
gegebene Methode zur Anwendung gelangt, deren Prinzip das folgende 
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ist: Die organische Substanz wird mittels konzentrierter Schwefelsi 
und rauchender Salpetersiure destruiert Das Arsen wird mitt 
Ferrosulfat und Kaliumbromid auf Trivalenz reduziert und alsd 
nach Zusatz von Kaliumchlorid als Trichlorid nebst etwas der gebildet 
Salzsdure in eine Natriumbydroxydlésung hiniiberdestilliert, in welc! 
mit Jodliésung titriert wird 

Die in der vorliegenden Arbeit vorgenommenen Arsenbestimmung 
eines fetthaltigen Materials, und zwar insbesondere der reinen (|) 
bieten die Schwierigkeit dar, daB Fettstoffe fiir ihre Destruktion |» 
deutende Salpetersiuremengen verbrauchen, so da die Veraschung 
selbst wenn nur 20 bis 50g in Behandlung genommen werden 
verhaltnismaBig lange Zeit beansprucht, sowie ferner, daB die vo 
standige Destruktion von klar braunlicher bis farbloser oder schwa 
griiner Fliissigkeit sich nur mit Schwierigkeit durchfiihren laSt w 
schwer zu erkennen ist. 

Um die Destruktion durchzufiihren, ist es oft notwendig, nac} 
Verkochen der roten Stickstoffoxyde den Kolben mehrere Stunde; 
bei vollem Feuer mit konzentrierter Schwefelsiure stehen zu lassen, | 
die Fliissigkeit wieder von den Destruktionsprodukten organischer 
Stoffe dunkel gefiirbt wird, wonach eine neue Portion Salpetersaur 
zugesetzt wird usw. 

Die vollstandige Destruktion ist durchaus erforderlich, da sonst 
die organischen Stoffe bei der Titrierung einen Jodverbrauch gleichiet 
GréBenordnung wie denjenigen des Arsens aufweisen mégen. 

Der Blindwert hangt hauptsachlich von dem Arsengehalt 
verwendeten Schwefelsiure ab, und die fortlaufenden Korrektione: 
sind deshalb von der fiir die Destruktion beanspruchten Menge Schwef 
siure abhangig. Bei dea Titrierungen der vorliegenden Arbeit lieg 
der Blindwert um etwa 0,25cem 0,005 n Jodlésung, wahrend di 
Analysen durchgingig zwischen 1,00 und 4,50 cem 0,005 n Jodlésung 
beansprucht haben 

Die obigen Analysenergebnisse geben zu der Frage Anlab: Ist 


das Arsen der Dorschleber in der Wasser- oder in der Olphase vor 


handen? Mit anderen Worten: Ist der Arsengehalt der Leber im Lebe: 
tran vorhanden ’ 
Um dies zu untersuchen, wurden die Analysen der Tabelle |! 
angestellt. 
Tabelle II. 


Arsengehalt verschiedener Ole. 





Lebertran, gereinigt aves 3,0mg pro kg 
- Sa 45 . 

Olivendl. ..... ; 0.0 

Schweinefett. .... 0,0 








Vorkommen des Arsens im Organismus der Fische. 


Die Analysen von Olivenél und Schweinefett bezwecken, den 
Nachweis dafiir zu liefern, daf der Arsengehalt dem Fischtran eigen ist 
ebenso daB die Destruktion eine vollstandige gewesen ist. Es zeigte 

ch, daB 50g Schweinefett, die nur so lange destruiert wurden 
bis der Riickstand klar gelblich geworden war, einen Jodverbrauch 
vom Zehnfachen des Blindwertes aufwiesen. 

Dali Arsen ein normaler Bestandteil des Lebertrans ist, scheint 
nicht friiher nachgewiesen. Ch. 2. Bills (4) fiihrt in einer Monographie 
iber die Chemie des Lebertrans an, daf} folgende anorganische Stoffe 
vorgefunden werden migen: Jod 5 bis 1 mg pro Kilogramm, Spuren 
von Cl, Br, P, N, Zn sowie Alkalien und organisch gebundener Schwefel 

Der Trangehalt der Dorschleber liegt um etwa 50°,, (5), und obiger 
Versuch 1a8t somit vermuten, daB das Arsen gréBtenteils im Tran 
vorhanden ist. 

Um dem Problem: Welchen chemischen Charakter besitzt die im 
Fisch6l vorhandene Arsenverbindung oder Arsenverbindungen ? naher 
auf den Grund zu kommen, wurde mit einer weiteren Portion Lebertran 
folgender Versuch angestellt, nachdem orientierende Versuche er 
wiesen hatten, da sich das Arsen mittels Alkohol aus dem Tran extra 
hieren 1aBt. 

6700 cem 3,9mg As pro Kilogramm enthaltenden Lebertrans werden 
in emem Kupferzylinder mittels kalten, absoluten Alkohols einer kon 


tinuierlichen Extraktion unterworfen. Die allmahlich gewonnenen Extrakte 
werden analysiert, und zwar mit den in der Tabelle III verzeichneten 


Ergebnissen. ‘ 
Tabelle Ill. 
om 6700 ¢ Lebertran, 26mg Arsen enthaltend, werden einer allmahlichen 
vete! Extraktion mittels kalten, absoluten Alkohols unterworfen 





Gewicht 
Extrakt = des Extraktes Arsen 


Nr 8 mg 


40 
70 
SO 
180 
150 


Rickstand : 


Der benutzte Extraktionsapparat ist in der Abbildung dargestellt. 
1 ist ein verzinnter Kupferzylinder, welcher ungefahr bis zum Ablauf 
rohr B mit Tran gefiillt wird. C ist ein Glaskolben, welcher auf einem Wasser- 
bad erhitzt wird. Der fiir die Extraktion zu verwendende Alkohol wird 
durch den Trichter D in den Kolben gegossen. Der Alkohol wird durch 
den Kiihler # in den Kupferzvlinder hiniiberdestilliert und steigt durch 
die fast bis zum Boden des Zylinders hinabgehende Roéhre F durch den 
Tran tropfenweise empor. Durch das AbfluBrohr B und den Trichter D 





326 E. Sadolin: 


lauft der Alkohol nebst den extrahierten Tranbestandteilen wieder in d 
Destillationskolben zuriick. Der Apparat wird so lange im Gang gehalt: 
bis die Destillation stockt, weil der Alkoholinhalt des Destillationskolb« 
allmiahlich durch eine entsprechende Menge Extrakt ersetzt worden 
Der Kolben wird alsdann gegen einen anderen Kolben umgetauscht, welc] 
die nachste Extraktportion aufnimmt, wahrend d 
erste Portion weiter auf dem Wasserbad abgedam 
wird. Die Extrahierung der ersten Extraktportion h 
2 Tage beansprucht. Die Extraktionsdauer wird f 
jede der folgenden Extraktportionen um einen Tag v: 
lingert, und zwar bis auf 6 Tage fiir die letzte Portion 
Die zur Benutzung gelangte Alkoholmenge ist derart 
abgemessen, da die allmahlichen Extraktportion 
gleichmaBig an Gewicht zunehmen. 

Der Extrakt I ist sehr dickfliissig. Die Viskosit 
nimmt vom Extrakt I bis zum Extrakt V allmahlich a 
dessen Viskositaét ungefahr demjenigen des urspriin; 
lichen Tranes entspricht. Samtliche Extrakte si 
braun. Durch wiederholte Extraktion dieser Extrakt 
mit Alkohol wird keine weitere Konzentrierung cd: 
Arsens erreicht. 

Durch Extraktion aus dem Extrakt I mittels kalte: 
Wassers waihrend 4 Tage in einem dem Prinzip des 
obigen entsprechenden Apparat wird nur ein Zehnt: 
des Arsens extrahiert. 

Der Extrakt I lést sich klar und vollstandig in Aceton, Ather, Petrolew 











ather, Chloroform, Athylformiat, Benzol, Athylalkohol und Methylalkoh 
auf. Eine derjenigen der Lecithine analoge Isolierung die Lecithine sind 
mittels Aceton aus atherischen und alkoholischen Lésungen fallbar labt 
sich hier offenbar nicht durchfiihren. 


Die Extrakte sind stark sdéurehaltig. Der Extrakt I ist l-normal, und di 
freien Fettséuren werden hier tals Olséure berechnet etwa ein Viert: 
der Extrakte ausmachen. 

Extrakte IT und IIT sind 0,25n und Extrakte IV und V 0,05n. 

Nach Verseifung des Extraktes I durch einstiindige Erhitzung aut 
dem Wasserbad mit alkoholischem Natriumhydroxyd erweist sich das 
Arsen auf die Fettsfiuren und die wasserige Phase gleichmaBig verteilt 

Falls Extrakt I einen Tag hindurch im Scheidetrichter mit Uberschul 
einer Natriumecarbonatlésung geschaukelt wird, wird sich die ganze Arse! 
menge in der Natriumcarbonatlésung befinden. Wird diese, nach Isolierung 
sauer gemacht, werden die 5/, des Arsens in der Fettséurephase, und ',, 
der wiasserigen Phase zu finden sein. 

Extrakte IT und III werden in entsprechender Weise behandelt. Es 
zeigt sich hier, daB °/,, des Arsens im Extrakt zuriickbleiben, wahrer 
7/1, in die Natriumcarbonatlésung tibergehen; falls diese sauer gemaclit 
wird, verteilt sich das Arsen derart auf die Fettséure- und Wasserschicht, 
daB bei den Fettséuren °/,,, in der wasserigen Phase nur ?/,. vorgefunden 
werden. Durch wiederholte Behandlung des restierenden Extraktes gelit 
nur '/,, der vorhandenen Arsenmenge in die Carbonatlésung tiber. 

Bei Behandlung der Extrakte IV und V in entsprechender Weis 
bleiben °/, des Arsens im Extrakt zuriick, wihrend '/, von der Carbonat 
lésung aufgenommen und in der Fettséurephase wieder vorgefunden wird 
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Die drei gewonnenen Fettsadurefraktionen werden gemischt und im 
schrank hingestellt, wodurch sich ein Teil der Saéuren auskristallisiert. 

Fettsdiurekristalle werden abfiltriert und wiegen ungefihr '/, der 
issigen Fettsiuren. Die Arsenkonzentration der auskristallisierten Fett 
wen macht ungefabr '/, derjenigen der fliissigen Fettséuren aus. 

Diese fliissigen Fettsiuren, deren Arsengehalt ungefahr das Fiinffache 
jenigen des Alkoholextraktes ausmacht, wurden alsdann mit Wasser- 
mpf im Vakuum bei 15 bis 30 mm Hg-Druck destilliert. Bei einer Tem- 
ratur von unter 120° wird '/, der Séuren hiniiberdestilliert. Dieses 

Destillat enthalt keine nachweisbaren Arsenmengen. Bei einer Te mperatur 
n zwischen 120 und 150° wird die Halfte der urspriinglichen Fettsaéure 
enge hiniiberdestilliert. Das betreffende Destillat enthalt !/, des Arsen- 
halts dieser fliissigen Fettséuren. Der noch iibrigbleibende Riickstand 

offenbar destruiert, da er nur teilweise in Ather léslich ist. 

Der Riickstand wird zuerst mit Ather, dann mit absolutem Alkohol 

extrahiert. Die Atherextrakte enthalten '/, des Arsens, die Alkoholextrakte 
1 Hauptteil des restierenden Drittels. 

Wird in entsprechender Weise mittels Petroleumather, Aceton und 

Wasser fortgefahren, lassen sich nur unbetrachtliche Mengen lésen, die 

( tsprechend unbetrachtliche Arsenmengen aufweisen. 


In Tabelle IV sind die Resultate der oben dargestellten Arsen- 
konzentrierung verzeichnet. 
Tal lle iv. 


Arsengehalt der allmahlich gewonnenen Lebertranfraktionen. 





Lebertran ..... ye ‘ _ : « , 39mg pro kg 
Alkoholischer Extrakt iit ae 44.0 

lettséuren des alkoholischen Extrakts. . .... . , 250 
» Alkoholischer Extrakt des Riickstandes nach Vakuumdestil- 

lation der Fettsauren L000 

An einem Teile des mittels Alkohols gewonnenen Extrakts wird 
die Arsenreaktion von Marsh vorgenommen und zeigt dieselbe einen 
deutlichen Arsenspiegel. 

Falls eine Arsentrioxydlésung und eine Arsenpentaoxydlésung, 
beide mit ungefahr 0,1 °,, Arsengehalt, 24 Stunden hindurch im Scheide- 
trichter nebst Lebertran geschiittelt werden, nimmt die Arsen- 
konzentration dieser Lésungen nicht ab. Das Arsen ist also im Tran 
nicht direkt léslich, und das Vorhandensein des Arsens im Tran mul 
demgema} Prozessen zugeschrieben werden, welche dem Organismus - 
oder wohl eher der organischen Nahrung desselben eigen sind. 


Nach obenstehendem ist es offenbar nicht méglich, das Problem 


rein chemisch vollig erschépfend zu erlautern bzw. die betreffende 


Arsenverbindung oder Arsenverbindungen zu _ isolieren, und zwar 
auch dann nicht, falls wir die Sache fabrikmaBig in Angriff nehmen 
und mit Arsen in Grammengen und Tran in Tonnen arbeiteten. Die 
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Stoffe, aus denen die betreffenden Arsenverbindungen abgetren) 
werden sollen, werden niimlich, je nachdem die Untersuchung fort 
schreitet, mit Bezug auf chemische und physikalische Eigenschaften 
Arsenverbindungen immer mehr ahnlich werden 

Emil Fischer (6) hat Verbindungen zwischen Arsen und ungesattigt: 
Fettsiuren herzustellen gesucht. Erst durch Behandlung von Sauren d 
Acetylenreihe mit Arsentrichlorid ist es gelungen, befriedigende Ergebnis 
zu erzielen, und zwar durch Addierung von AsO — und Cl — zur dreifach« 
Bindung. Die hergestellten Verbindungen sind Chlorarsinosobehenolséu 
und Chlorarsinosostearolsaéure. 

Zwecks Erlauterung des Problems von der biochemischen Seite 
aus wurde untersucht, wieweit der Arsengehalt der fetthaltigen Muske! 
gewebe des Fisches in der Ol- oder in der Proteinphase vorhanden ist 
Wie aus der Literatur ersichtlich, enthalt unter den gewéhnlich vor 
kommenden Fischen nur der Aal, der Hering und der Lachs betrachtlich 
Fettmengen, und zwar 220 bis 140 bis 67° 9, im Muskelgewebe, wahrend 
der Dorsch nur 1°/5, enthalt (7). 

Von einem Aal im Gewicht von | kg werden Kopf, Eingeweic 
Wirbelsaule und Flossen fortgenommen. Das tibrige, d. h. die Muskulatur 
wird fein zerteilt und wiegt dann 660g. Die Masse wird alsdann mit 
heiBer Blaseluft getrocknet und zweimal 24 Stunden hindurch einer 
Extraktion mittels Ather unterworfen. Wahrend der letzten 24 Stunden 
ist der Ertrag nur ein geringfiigiger. 

Das Arsen der Extrakte wird bestimmt. Das Ergebnis ist in der 
Tabelle V verzeichnet. 

Tabelle V. 


Arsengehalt der Aalmuskulatur. 





Total As mg pro kg 


245 g Muskelgewebe, mit Ather extrahiert . . . 0,0 0,0 
EG ins here es ws ad ae aed ag le 0,1 0.6 


Der Arsengehalt des Aales ist hiernach zu niedrig, um aus diesem 
Versuche zuverlassige SchluBfolgerungen zu gestatten. Ein ahnlicher 
Versuch wurde deshalb mit Heringen angestellt. 


Kopf, Eingeweide, Wirbelsiule und Flossen werden von | kg 
Heringe fortgenommen. Die riickstandige Muskulatur wird fein zerteilt 
und wiegt alsdann 670 g. Sie wird mit heiBer Blaseluft getrocknet und 
zweimal 24 Stunden hindurch einer Extrahierung mittels Ather unter- 
worfen. Die wihrend 24 Stunden gewonnenen Extrakte werden getrennt 
aufgesammelt. Der Arsengehalt der Extrakte wird bestimmt. Das 
Ergebnis ist in der Tabelle VI verzeichnet. 
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Tabelle V1. 


Arsengehalt der Heringmuskulatur. 





Total As mg pro kg 


Muskelgewebe, mit Ather extrahiert . . 0.37 2.0 
erextrakt I, 3l¢ . . _— = 0.26 9 
rextrakt I], lg 0.0 0.0 


Die untersuchten Aale und Heringe wurden im Monat November 

langen 

Arsenverbindungen, die in wasserhaltigem Ather nicht durchaus 
nléslich sind, lassen sich durch diese Methode extrahieren. Die beiden 
\therextrakte wurden getrennt aufgesammelt. Falls auBer den leicht- 

slichen auch schwerlésliche Arsenverbindungen extrahiert werden 
wird die Arsenkonzentration des Extraktes II eine verhaltnismabig 
ohe sein. Es zeigt sich indessen, das sich im Extrakt II kein Arsen 
nachweisen laBt. Da hiernach betrachtliche Arsenmengen sowohl in 
ler Protein- als in der Olphase vorgefunden werden, muB von zwei 
verschiedenen Verbindungen die Rede sein: eine in Ol lésliche, und eine. 
lie an die Proteine gebunden ist. Die héchste Arsenkonzentration 
wird in der Olphase vorgefunden; der Arsengehalt des Fisches ist in- 
lessen keine Funktion seines Olgehaltes, da der fette Aal einen niedrigen, 
der magere Dorsch dagegen einen weit héheren Arsengehalt aufweist. 
Dieser Unterschied diirfte auf den Umstand zuriickzufiihren’ sein, dab 
lie Nahrung jeder der einzelnen Fischgattungen ungleiche Arsen- 
mengen enthalt. 

Eine Isolierung des Ols durch Pressen oder Ausschmelzen méchte 
vielleicht als rationelles Verfahren erscheinen, aber der Arsengehalt 
les Aales ist zu niedrig, um geniigend zuverlassige Ergebnisse zu liefern, 
ind der Olgehalt des Herings zu niedrig, um die Verwendung der ge- 
nannten Methoden zu gestatten. 

Mit Bezug auf die Toxikologie der Frage liegen folgende Daten 
vor: Falls das Wasser 100 mg As pro Kilogramm enthalt, kénnen die 
Fische nicht in demselben am Leben bleiben (8) und werden bei dieser 
Arsenkonzentration des Wassers, bevor sie sterben, 40 mg pro Kilo- 


gramm Kérpergewicht aufnehmen. Bei der Halfte dieser Arsen- 


konzentration vermag der Fisch 80 bis 100 mg pro Kilogramm Korper- 
gewicht aufzunehmen, bevor er innerhalb 36 Stunden stirbt (9). Da 
diesen Angaben nur wenige nach einer jetzt veralteten Methode aus- 
gefiihrte Versuche zugrunde liegen, darf denselben kaum gréBere 
Bedeutung beizumessen sein. 

Der Lebertran ist besonders reich an fettléslichen Vitaminen. 
In Olivenél und Schweinefett, die arsenfrei befunden worden sind 
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fehlen angeblich diese Vitamine. Es diirfte deshalb von Interesse sei 
diese Parallelitat weiter zu verfolgen. Infolge Angaben der Literatu 
sind die Vitamine den Lésungsmitteln gegeniiber eines ahnlichen Lipoi 
charakters wie die besprochenen Arsenverbindungen. Bei Verseifuny 
erweist sich aber, da von Verbindungen verschiedener Art die Rec 
ist, indem niamlich sich die Vitamine nicht verseifen lassen, wahre1 
die Arsenverbindungen teilweise sauren Charakters sind und lei 
verseifen. 

Der nach der angewendeten Methode von Arsenverbindung: 
entbundene Lebertran wird somit auch vitaminlos sein, wesha 
physiologische Versuche mit demselben iiber die physiologische B 
deutung der betreffenden Arsenverbindungen kaum direkten Aufschlut) 
zu geben vermdégen. 

Diskussion. 

Die bisher zwecks Erlauterung der Frage hinsichtlich der Bindungs 
weise des Arsens in den Organen vergifteter Siugetiere angestellten 
Versuche sind von Heffter (10) kritisch besprochen worden und gelange: 
in den nachstehenden drei Hypothesen zum Ausdruck: 

Die Lecithinhypothese, laut welcher die Arsensiure die Phosphor 
siure der Lecithine substituieren sollte. Heffter meint, diese Hypothes | 
ablehnen zu kénnen, indem aus vdollig getrockneter, arsenhaltige: ) 
Leber nach Extraktion mit absolutem Ather (Arsentrioxyd ist ir 
wasserhaltigem Ather nicht absolut unléslich) ein arsenfreier Extrakt 








gewonnen wird. 

Die Nucleinhypothese, laut welcher das Arsen in entsprechende: 
Weise den Phosphor in der Nucleinsiure substituieren sollte. Bei ( 
Fallung der Nucleine aus arsenhaltiger Leber findet Heffter in denselbe: 
allerdings eine héhere Arsenkonzentration als diejenige der Lebe: 
selbst, jedoch nicht die ganze Arsenmenge. Wird einer Leber Arsen 
trioxyd zugesetzt, werden ebenfalls betrachtliche Arsenmengen ii: 





den Nucleinen vorgefunden. Die Bindung des Arsens in denselbe: 
diirfte hiernach keine vitale Funktion sein. Héchstens darf man vor 
einer Adsorption des Arsens durch die Lebereiweibkérper spreche: 
Die Keratinhypothese, welche auf der Tatsache beruht, daB das 
Arsen durch Haare und Nigel teilweise ausgeschieden wird. Hefft 
kochte arsenhaltige Keratinsubstanz mittels Wasser und Alkohol aus 
ohne da Arsen in die betreffenden Lésungen extrahiert wurde. Un 
gekehrt wurde Keratin mit Arsentrioxyd und Arsenpentaoxyd bi 
handelt, ohne daB Keratin Arsen in fester Bindung aufnahm. Hieraus 
wird gefolgert, da von einer vitalen Funktion die Rede sein muB. 


1 C. Oppenheimer, Handb. d. Biochem. 6, 404, 1926. 











10! 


1ES¢ 


igel 


"AKT 











Vorkommen des Arsens im Organismus der Fische. 331 


Die oben besprochenen Untersuchungen wurden an Material 
vestellt. welches vergifteten Menschen. Hunden und Kaninchen 
stammte. Aus einer Zusammenstellung der Ergebnisse dieser Unter 
hungen iiber das Vorkommen des Arsens bei vergifteten Saugetieren 
t den in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Ergebnissen iiber das 
rmale Vorkommen des Arsens bei Fischen stellt sich deutlich heraus 
3 sich in den beiden Fallen wesentlich ungleiche Verhaltnisse geltend 
when 

Aus den Erqebnissen der vorliegenden Arbeit lassen sich folgend 
hlupfolge rungen ziehen 

Bei den Fischen kommt das Arsen normal vorwiegend in fett 

slichen Verbindungen vor: diese sind in den gewohnlichen fettsiure 
senden Mitteln leicht léslich. in Wasser dagegen aber schwer loslich 
Die betreffenden Arsenverbindungen sind annehmbar eines sauren 
Charakters. da sie mittels einer schwach alkalisch wasserigen Losung 
gleichzeitig mit den Fettsduren extrahiert werden 

Die Konzentration des Arsens ist héher in der Olreichen Leber 

der Fische als in dem Muskelgewebe. Auberdem ist in dem auf das 
Muskelgewebe verteilten O| Arsen vorhanden, und zwar im extrahierten 
Ol in héherer Konzentration als im riickstandigen Gewebe. Die Arsen 
haltigkeit der untersuchten Fische ist keine Funktion deren Olhaltigkeit 
was der ungleichen Beschaffenheit der Nahrung der betreffenden Fische 


zu verdanken sein mag 
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Zwei neue Laboratoriumsapparate. II. 


Von 
ILans J. Fuchs. 


(Aus der serochemischen Abteilung des Instituts .,.August von Wasserman: 


Berlin.) 
(Eingeqangen am 5. Auqust 1928.) 
Mit 2 Abbildungen im Text. 
1. Schnellverdampfungsapparat bei niedriger Temperatur (Abb. 1 
Bei zahlreichen biologischen Arbeiten ist die rasche Trocknung 


von hitzeempfindlichen Aufschwemmungen und Lisungen bei méglichst 
niedriger Temperatur sehr erwiinscht Zahlreiche WKonstruktione: 
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Abb. 1. 


die diesem Zwecke dienen, erfiillen entweder die genannten Bedingung« 
nur teilweise, einzelne erfiillen sie besser, zeichnen sich aber dur 
komplizierten Bau und dementsprechend hohen Anschaffungspreis au 
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ich selbst bei meinen Arbeiten diese Fehler empfindlich fiihlen 
ite, bemiihte ich mich, eine médglichst einfache Konstruktion zu 
iffen, ohne die optimalen Einzelheiten ihrer Tatigkeit zu ver 
lechtern. In zahlreichen Versuchen griindlich erprobt und weiter 
bessert bewies der im nachfolgenden beschriebene Apparat. dal 
er trotz seines wenig komplizierten Baues und entsprechend einfacher 
| bequemer Bedienung nicht nur das gleiche leistet wie die besten 
ser Art, sondern sie gleichzeitig in mancher Beziehung noch iibertrifft 


Das Grundprinzip des Schnellverdampfungsapparates ist dasselbe wis 
ihnlichen Konstruktionen: Vakuumexsikkator unter optimalen Bk 
gungen. Zu diesem Zwecke ist der Verdampfungsraum von demjenigen, 
die wasseratfine Substanz, Schwefelséure, enthalt, riumlich getrennt 
Ersterer wird zweekentsprechend durch ein Wasserbad von bestimmter 
lemperatur erwarmt, letzterer in jedem Falle gekiihlt. Beide sind durch 
luftdicht eingepaBtes Glasverbindungsrohr verbunden, bei dem den 
Uberstromen der verdampften Flissigkeit beste Bedingungen geschaffen 
| Die ganze Apparatur wird um die Verdampfung bei mdglichst 
lriger Temperatur zu ermdglichen stark evakuiert. 
In die Kugel A, die im Wasserbad erwirmt wird, miindet das bogen 
rmige Verbindungsrohr B&B. Durch dieses fiihrt senkrecht zentral in die 
Verdampfungskugel die Pipette P des ZulaufgetaiBes Z, die im Verbindungs 
rim gasdichten Sehliff S sitzt. Uber den Schliff geht sie in den Friedrie| 
iner-Hahn FG iiber, der es ermoglicht, neben vélligem Versehlu®B das 
Pipettenrohr und damit das Kugellumen mit der AuBenluft L oder dem 
alt im Zulaufgefal Z zu verbinden. 


Das von der Verdampfungskugel zum Schwefelsiurerundkolben  ¢ 
hrende Verbindungsrohr tragt gasdicht aufgesetzt ein kurzes Manometer, 
in dem die Héhe des im System herrschenden Vakuums jederzeit kor 
trolliert werden kann. Das Verbindungsrohr sitzt mit einem Sehliff im 
ntsprechenden Gegenschlitf am Halsende des Schwefe!siurekolbens und 
ihrt in gleicher Starke noch den Hals hinab, um diisenartig verengt (D 
oberen Drittel des Kolbenlumens frei zu enden. 

Die ..Diise** hat den Zweck, der im Verbindungsrohr sich in Bewegung 
indlichen Dampftsiule erhéhte CGeschwindigkeit zu verleihen. um aut 
se Weise die den Dampf aufnehmende Saure in Bewegung zu verset zen 
| homogen zu mischen 

Der die Saure enthaltende Rundkolben ist aus Jenaer Gerdtegla 

von vornherein der Gefahr des Platzens zu begegnen, die eventuell 
rch tibermaBige Erhitzung der Saure bei rapider Wasseraufnahme ode 
geniigende Kiithhing entstehen kénnte. 

Die Rundform hat den Vorteil, be 
hen Druck auszuhalten, auBerdem trifft der Dampftstrahl beim Austretet 


verhaltnismabig schwacher Wand 


der Diise die Saure in tiefster Schicht., und letztens ist die Kiihltliche 
Kugelform von groler Oberflache, da der Kolben mit der kleinsten 
Flache auf dem Boden des Wasserbades ruht und tiberall von Kiihlfliiss 


t umspilt wird. Am Kolbenhals ist seitlich direkt unter dem Hals 
litf ein Tubus angeschmoizen, in den das mit Absperrhahn 7 versehen 
Sicherheitsrohr F luftdicht eimgesetzt wird. Der Hahn ermoglicht, das 
Svstem mit Rohr R und dem daran angeschlossenen Pumpensystem zu 


rbinden, ferner diese Verbindung auf zwei Arten zu unterbrechen, mdet 
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einerseits die Pumpe mit der AuBenluft verbunden und das Verdamptu 
system abgeschlossen ist, andererseits umgekehrt das Verdamptu 
system mit der Aubenluft kommuniziert, dabei aber der Weg nacl 

Pumpe versperrt ist. In dem am Hahn angesetzten Sicherheitsro} 

hbefindet sich etwas Glaswolle und cdariitber eine Chlorcalciumsaule, 
dazu cient, aut jeden Fall das Hineinstr6men von Daroapfspuren ir 

daran mit Vakuumschlauch angeschlossene Quecksilberdamptstrahlpun 
zu verhiiten. 

Zum CGebrauch sfillt man in den Gerateglaskolben bis ungefahr 3 
unterhalb der Diise konzentrierte rohe Schwefelsaiure (66° Bé), setzt 
emgetettete Verbindungsrohr alle Schliffe werden am besten mit Ran 
fett (zih) eingerieben | in den Hals und bringt das GefaB in ein kiihles Was 
bad mit Zu- und Abfluf, in dem der Spiegel des Wassers mindestens 
Finger breit tiber dem der innen betindlichen Schwefelsaéure stehen 1 
Dann setzt man am anderen Ende das Kugelverdamptfungsgefals an. 
man am Verbindungsrohr durch itiber die gegeniiberstehenden 
geschmolzenen CGlasohren ut legte (,ummiringe heft stigt. Letztere schne 
man von einem guten Gasschlauch ab. Nun falt man das Verbindungsr 
mit einer am Stativ befestigten Klemme leicht ein, hebt das Stativ 
damit die Apparatur leicht an und schiebt unter die Verdampfungskug 
das Wasserbad. Dieses muB so gro sein, dal die Kugel bis an den Sel 
im Wasser versenkt werden kann. Da beide Kolben in den Wassergefal 
Auftrieb haben, wird die Klemme am Stativ passend festgeschraubt, 
das System nach unten gedriickt zu halten. Dann setzt man Pipette 1 
ZulaufgefaB und das Manometer an die entsprechenden Schliffe des Vs 
bindungsrohres und schlieBlich das mit Chlorealeium und Glaswolle v 
sehene SicherheitsgefaB in den seitlichen Tubus des Schwefelsaiurekolber 


Nachdem man vom Sicherheitsrohr noch die Verbindung rit 


Quecksilberdampfpumpe (Han/f und Buest, Modell I geniigt vollstandig 


mittels eines kurzen Stiickes besten Vakuumschlauches hergestellt, di 
Friedrich-Greiner-Hahn unter dem ZulaufgeféaB abgeschlossen und cd: 
Schwefelsiurekolben mit der Pumpe durch entsprechende Stellung 

am Chlorealeitumrohr sitzenden Hahnes (Kiiken nach oben oder unter 
in Kommunikation gebracht hat, kann mit dem Evakuieren des Syste. 
begonnen werden; erreicht die Wasserstrahlpumpe allein 13 bis 14 mm H 
so ist mittels erwahnter Hanff- und Buestpumpe ohne weiteres in wenigi 
Minuten ein Vakuum von weniger als | mm Hg zu erzielen. Wahrenddess: 
fiillt man die zu verdampfende Fliissigkeit in das ZulaufgefaB ein. | 
das héchsterreichbare Vakuum erreicht, so laBt man durch vorsicht 

Drehen des Zulauthahnes die Fliissigkeit tropfenweise in das Verdampfung 
gefalu einlaufen; infolge des wagerecht gebogenen Pipettenendes sprit 
die Fliissigkeit an die Seitenwand und trocknet dort auf rascheste A 
schon wahrend des HinabflieBens zum tiefsten Kugelpunkt an. Unte 


dessen kann man ungestért den Sicherheitshahn (Kiiken nach der Pum 


zu!) drehen und so das Verdampfungssystem verriegeln. Die Pumyp« 
die nun mit der AuBenluft verbunden sind, kénnen abgestellt werden. 

Die Verdampfung erfolgt sehr schnell. Die Geschwindigkeit ma 
festiert sich an der durch den raschen Dampfstrom im Spiegel der Schwet 
siure hervorgerufenen Vertiefung. Durch Drehen des Zulaufgefaibes sar 
Pipettenrohr im gut gefetteten Schliff, was leicht wahrend des Troeknung 
vorganges mdglich ist, kann man das Trockengut ringsum tber die gar 
Kugelflache gleichmaBig verteilen. Nachdem man nach Ablauf der Fliiss 
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aus dem Zulautgefali den Hahn geschlossen und ch dann davon 
rzeugt hat. dai der Kugelinhalt vollkommen fliissigkeitsfrei ist. stellt 

den Zulauthbahn so, dab AuBenlift langsam in das Verdampfung 

eimtritt Nach vollstandigem Druckausgleich lost man die Kugel 


Verbindungsrohr und kann nun die vollkommen trockene Substanz 


der Kugel entfernen, wobei man sich am besten eines am Ende flacl 


ruckten und gebogenen (ilasstabes beclient 
Trotzden es selbstverstandlicl nie gelingt. «cu Trockensubstanz 
3 untitativ aus dem Kolben herauszuholen, ist doch diese Konstruktion 
her als einzige datur eimgerichtet, um so genau quantitativ damit 


e analytische Waage ermdglicht 


heiten zu kOnnen, wie es d 


Dementsprechend ist das Gewicht der Verdampfungskugel um 150 ¢ 


mm und ihre Gr6e innerhalb bestimmter Grenzen gehalten Infolge 
sen kann sie auf der analytischen Waage gewogen werden Hat sic 
Waagschalenmabe sind bei den einzelnen Fabrikaten verschieden 


der Schale nicht Platz. so hangt man die Waagschale ab, hangt div 


t re, saubere Kugel mittels eines sauberen Drahtbiigels. der an einem 


re Ohre befestigt wird, an den Schalenhaken und bestimmt so thr Leergewicht 


Beim Verdampfen mibt man die Fliissigkeitsmenge mit Prazisionspipette 





cue las Zulaufgetal und spilt mit der gleichen Pipette nach Ablauf fast 
} er Fliissigkeit in die Kugel mittels Wassers das Zulaufgefal mehrmals 
alt nach, wobei man jede Spiilung einzeln in die Kugel hineinlaufen labt 
Nach vollstandiger Trocknung wartet man mit dem Hochvakuum ungefaht 
rriit 1 Stunde, lést dann wie beschrieben die Kugel vom System, entfernt 
Vi sorgtaltig mit sauberem Lappen und Ather das Fett vom Schliff und wiegt 
ver lie gefiillte Kugel zuriick. Um ganz sicher zu gehen, sind zwei Mainahmen 
ber zu empfehlen: vorher wiegt man die Kugel mit fettfreiem Schliff, fettet 
ein, entfernt in erwahnter Weise das Fett und wiegt sie wieder Man 
ndig wird sich davon tiberzeugen, dali bei geniigender Sorgfalt sehr wenige 
my zehntel Milligramm Differenz entstehen Nach dem angegebenen Zuriick 
ce wiegen im gefiillten Zustande halt man sie noch 24 Stunden im emem 
: Vakuumexsikkator und wiegt dann wieder. Auch hier liegen Differenzen 
ten! nur dann vor, wenn die Trocknung am System nicht sorgfaltig genug 
te! ausgefthrt wurde. ’ 
1H Auf diese Weise ist es sehr einfach, pro Kubikzentimeter verdamptte 
bigre Fliissigkeit ohne Riieksicht auf die in der Kugel zuriickgebliebenen Reste 
ess mit genauer Trockensubstanzmenge bei weiteren Versuchen zu arbeiten 
Ist Der Apparat arbeitet zuverlissig, bruchfrei und besonders schnell, 
itiy la durch die Héhe der Verdampfungskugel iiber dem NSchwefelsiurespiegel 
ulie lem Wasserdampt im Vakuum ein bedeutendes Getalle gegeben ist Ir 
rit ermoglicht um die Verarbeitung von besonders emptindlichen Sub 
\ stanzen zu erwahnen die Herstellung von Trockenkomplement aus 
nt Meerschweinchenserum, die von Trockenoxalatplasma, bei dem die Cu 
aun nnungstahigkeit voll erhalten ist, und anderes mehr 
rip 
I. 
- 2. Doppeldestillationsapparat (Abb. 2 
vel Zwecks bester Reinigung von Alkohol, Ather, Aceton und anderen 
- leichtsiedenden Fliissigkeiten benutzt man Apparate zur fraktionierten 
it Destillation Zu besonderen Zwecken fiihrt man diese Fraktionierung 


a zweimal hintereinander aus. Letztere beiden, voneinander getrennt 
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ausgefiihrten Arbeitsgiinge. sind bei dem zu beschreibenden Appar 
in einen einzigen zusammengezogen Dabei dient die Dampfwarn 
der ersten Destillation gleichzeitig als Warmebad zur zweiten Destillatio 
Diese Eigenschaft ist insofern bemerkenswert. als sie erheblich z 
Reinheit des Kndproduktes beitragt 


Die Fliissigkeit wird im Kolben A. in dessen Hals mittels einfache 
Korkes der Destillationsapparat gasdicht eingeschoben ist, zum = Siecdk 
vebracht. Der dabei sich entwickelnde Darmpt gelangt in den Innenrau 

von B, wobei er das leere Innengefa C umspi 
und erwarmt. Er tritt dann ganz oben dur 
das Loch L und gelangt in den dariiberliegend: 
Kugelkiihler A, in dem er kondensiert wird, uw 
von dem aus er dureh das Rohr senkrecht hin: 
in das Innengetats ¢ lautt. Schon unterwegs wird 
( er dabei wieder erwarmt, um dann im Innengefab ¢ 
verdampit zu werden. Die Verdampfung erfolgt 
gerade bei seiner Siedetemperatur. Der Damy 
des zweiten Destillates verlaBt das Innengetfi 
durch das Rohr PR. in dessen mit WKiihlmant: 
) umgebenen abwarts fiihrenden Stiick er wied 
kondensiert wird. Da der Zulauf vomersten Destillat 
in das !Innengefal schneller erfolgt als die Ver 
dampfung aus dem Innengefals, ist dieses mit ce 
Uberlautfrohr a versehen, das nicht vestattet 
dai die Fliissigkeit im Innengefal eine bestimmt 
Hohe iibersehreitet. Der UberschuB liuft aut 
matiseh in den Siedekolben zuriick. Ein im Rol 
Th gasdicht untergebrachtes Thermometer ermog 
Abb. 2 licht genaue Wontrolle des Verlauts 

Diese doppelte Destillation erfolgt ziemlich rasch, wenn sie auch « 
wenig langsamer vonstatten geht als eine einfache., was durch die hart 
am Siedepunkt liegende Erwairmungstemperatur bedingt ist. Dabei kom 
auberdem das zweite Destillat nicht mehr mit organischer Substanz 


Bertihrung. Der Apparat wird aus gewOhnlichem Glas, fir besondet 


Zwee ke auch aus Jenaet Crerateglas anvetertizgt. 


Beide beschriebenén Konstruktionen werden von den Firmen Al 
Sehmidt. Breslau, Schubbriicke 42, und H. Kobe, Berlin N 4, Hessisc! | 


StraBbe 10 12, geliefert. 
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Die Farbstoffanalyse des Harns'. 


VI. Mitteilung: 


Cher ein neues Spektrometer zur qualitativen und quantitativen Analyse 
der Harnfarbstoffe. 


\ on 
M. Weiss. 


Aus dem Institut fiir medizinische Chemie und der I. medizinischen Ab 


teilung des Allgemeinen Krankenhauses in Wien.) 


(Eingegangen am 5. Auqust 1928.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 


Die Analyse der Harnfarbstoffe bietet der internen Medizin und 
physiologischen Chemie eine Fille von bisher ungelésten Problemen 
Sie leidet aber unter dem Mangel an geeigneten Apparaten. welche 
sich in den Betrieb eines arztlichen Laboratoriums leicht einfiigen 
lassen. Die groben Spektrophotometer haben trotz ihrer vorziiglichen 
Kinrichtung in der Klinik keinen festen Boden fassen kénnen. Dies 
iegt auber an ihrer Kostspieligkeit auch an der fiir den ungeschulten 
\rzt schwierigen Art der Handhabung und Berechnung. Der Apparat 
ler im folgenden beschrieben werden soll*, kommt einem in dieser 
Richtung vorhandenen Bediirfnis nach. Das Bestreben des Verfassers 
ging dahin, bei médglichst einfacher Konstruktion ein Instrument zu 
schaffen, welches den Anforderungen der spektrometrischen Analyse 
on Farbstoffen mit umschriebener Absorption zu entsprechen imstande 
vire. Die Firma Hellige & Co. ist seinen Intentionen in versténdnis 
voller Weise gefolgt und hat weder Miihe noch Kosten gescheut. um 
lem Apparat die zweckentsprechende Form zu geben 


' S. diese Zeitschr. 102, 228, 1920; 112, 61, 1920; 183, 331, 1922; 134 
269, 1922; 184, 567, 1923 


2 Zu beziehen unter dem Namen ,,Spektrometer nach Dr. MW. Weiss 


von Hellige & Comp., Freiburg i. Br. 





M. Weiss : 


Das Spektrometer besteht aus zwei Teilen. Der untere Teil ist identi 
mit dem Gestell des Dubosq Kolorimeters. Dieses besteht aus dem Spe 
bzw. der reflektierenden Mattscheibe, einer Trommelablesung und « 
zwei Tragflichen fiir die Kiivetten. Zwei Tauchstaibe prazisesten Schlift 
von welchen der rechte in genau ablesbarer Tiefe in die Kiivette eingebrac |; 

werden kann, gestatten die Schichttiefe 
untersuchten Fliissigkeiten bis zu 50 mm 
varieren. In «die rechte Kiivette kommt 
Vergleichsfliissigkeit, in die linke die zu unt: 
suchende Fliissigkeit. Auf dem Gestell wird 
der eigentliche Spektrometeraufsatz mittels 
zwei Schrauben befestigt. Der Spektromet: 
aufsatz hat ein Okular, welches’ mitt 
Schneckenganges fiir jedes Auge eingestellt 
werden kann, was man daran erkennt, d 
die Ziffern der Wellenlangenskala schart 
sehen werden. Das Okular ist mit Hilfe eine: 
Kordelschraube iiber den Bereich des Spe K 
trums verschiebbar. Die Wellenlangenskala 
selbst steht im Spektrum fest, so dab di 
relative Stellung zu den Linien des Spektrums 
bei Verschiebung des Okulars tiber das Spek 
trum unverandert bleibt. Kin Handtrie! 
erlaubt die beiden Spektren nebeneinandet 
einzustellen, daB sie fast ohne jeden sichtbare: 
Zwischenraum ineinandertflieben. Der Licht 
einfall bzw. dic Spaltbreite ist durch = ein 
Schraube regulierbar. Die Lichtquelle ist ent 
weder Tageslicht oder eine starke Kolorimeter 
lampe, wie sie die Firma Hellige  herstellt 
Am oberen Ende des Spektrometers befindet 
sich ein kleiner Vorsprung fiir ein Lampche: 
welches von einer 4-Volt-Stromauelle gesypx 
wird, die auch dureh eine mit Drahten ver 
sehene Taschenlampe gebildet werden kan 
Die Draihte werden unterhalb der Tromn 
Abb. 1. an Klemmschrauben  befestigt. Sobald ck 
1 Kontakt hergestellt ist, leuchtet das Lamy 
chen auf und gestattet, die Wellenlangen bis ins tiefste Violett und Rot 
Ein am Kérper des Apparats angebrachter Vo 
schaltwiderstand reguliert die Intensitat der Beleuchtung. Die Beleuc! 
tung dient dem Zwecke des genauen Ablesens der Wellenlingen, 


spektrometrische Untersuchungen wird sie ausgeschaltet. 


hinein genau abzulesen. 


Die ersten Modelle des Spektrometers haben am Okular einen « 
geitzten Kreis, der in der Ebene det Wellenlingenskala und der Trennung 
linie der beiden Spektren sichtbar wird und fiir die Beobachtung en 
besonderen Bezirks bestimmt ist. Dieser Kreis wird jedoch in den kiinftis 
Modellen entfallen und durch eine Abblendungsvorrichtung zur Abgrenz 


eines queren Abschnittes der beiden Spektren ersetzt werden. 


Die qualitative Untersuchung von Farbstoffen findet bei dem Spekt: 


meter nach den fiir spektroskopische Untersuchungen allgemein  giiltig 
Grundsitzen statt. Die Fliissigkeiten werden in einer leicht zu variieren 
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fe eingestellt, die Wellenlangen, innerhalb welcher sich die charakte- 
ische Absorption befindet, bei schwachem Lichteinfall bestimmt und 
ach die Zugehérigkeit des Farbstoffs beurteilt. Die Frauenhoferschen 
ien sind bei Tageslicht, entsprechender Abblendung und Einstellung 
Zahntriebes auf fast vélliges IneinanderflieBen der beiden Spektren 
it an der ihnen zukommenden Stelle der Skala zu sehen. Dadurch, daB 
in die andere Kiivette mit der gleichen oder einer ihr ahnlichen Fliissigkeit 
len kann, ergeben sich willkommene Anhaltspunkte fiir die Differenzierung 
von Farbstoffen oder fiir Verschiebungen der Absorptionen, so daB auch 
kleine Unterschiede in der Wellenlange deutlich hervortreten. So ist das 
( O-Hamoglobin bei Vergleich mit normalem Blute sehr deutlich durch die 
Rechtsverschiebung der Absorptionsstreifen zu erkennen. Die quantitative 
Bestimmung von Farbstoffen erfolgt unter Zuhilfenahme von eingestellten 
Farbstofflésungen gleicher Art bei nicht zu schwachem Lichteinfall. In die 
rechte Kiivette kommt die Farbstofflésung von bekanntem Gehalt. Es wird auf 
eine bestimmte Tiefe eingestellt, je nach der Konzentration der vorhandenen 
ind der zu untersuchenden Farbstofflésung, wobei im allgemeinen nicht 
starke Absorptionen vorzuziehen sind. Die Fliissigkeit mit dem un- 
bekannten Farbstoffgehalt wird hierauf mittels der Trommel auf jene 
Tiefe eingestellt, bei welcher die charakteristische Spektralabsorption 
gleich ist. Die Gleichheit der beiden aneinanderstoBenden Absorptions 
binder erkennt das Auge an der gleichen Schattenintensitat und der gleichen 
Breite der Bander. Die Genauigkeit dieser spektrokolorimetrischen Be- 
stimmung bewegt sich innerhalb der unvermeidlichen Fehlerquelle von 
| bis 2°). Wir bestimmen vom Nullpunkt aufwiarts steigend dreimal die 
Tiefe, bei welcher die Spektren unserem Auge gleich erscheinen, und nehmen 
das Mittel aus diesen drei Bestimmungen. Dieses Mittel wird in Relation 
gesetzt zur konstant gebliebenen Tiefe der Farbstofflésung mit bekanntem 
Gehalt und daraus der Farbstoffgehalt der zu untersuchenden Fliissigkeit 
bestimmt. 

Z. B.: Bestimmung des Porphyringehaltes eines Harns. In der 
rechten Kiivette befindet sich eine reine saure Koproporphyrinlésung 
mit einem Gehalt von 0,05 mg pro Kubikzentimeter, links ein Extrakt 
aus 100 cem Harn, dessen Tagesmenge 1200 ccm ist. Der Extrakt betragt 
l4cem. Die rechte Kiivette ist auf 5mm Schichttiefe eingestellt, die linke 
ergibt Gleichheit mit den beiden Bandern des sauren Koproporphyrins in 
der Vergleichslésung bei #'6, 35, 34mm, im Mittel daher bei 35mm. Der 


. ™ 14.5.0,05 
Farbstoffgehalt der untersuchten 14 ccm O,l mg, der 


35 
Tagesmenge Harn 12. 0,1 1,2 mg Koproporphyrin. 

Statt der in der Tiefe variablen Vergleichsfliissigkeit kann man auch 
fest verschlossene Kiivetten von bestimmter Tiefe verwenden, welche 
den Vorteil haben, dai man nicht jedesmal frisch einfiillen muB, und daB 
Verdunstung wahrend des Arbeitens vermieden wird. Solche Kiivetten 
mit 20mm _ Schichttiefe werden durch die Firma Hellige & Co. zu 
beziehen sein. Die Haltbarkeit der Farbstofflésungen ist gewiahrleistet 
durch ihre Reinheit und durch langere, sich vielfach auf mehrere 
Jahre erstreckende Beobachtung. Ihr Gehalt an Farbstoffen wird 
auf Grund reinen Ausgangsmaterials vom Verfasser eingestellt und 
von ihm kontrolliert. Es ist damit dem Bediirfnis nach einheitlichen, 
Vergleichslésungen fiir die so empfindlichen Harnfarbstoffe Rechnung 
getragen, so daB die Ergebnisse der Untersuchungen verschiedener Forscher 
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gut miteinander verglichen werden kénnen, ein Umstand, der z. B. in 
Urobilinforschung die wiinschenswerte Einheitlichkeit herzustellen geeig 
sein diirfte. Die Ausgangspraparate wurden zum Teil vom Verfasser | 
gestellt, zum Teil ihm von auf diesem Gebiete arbeitenden Forsc! 
in entgegenkommendster Weise zur Verfiigung gestellt. An ihnen w 
der Gehalt der Vergleichsfliissigkeiten stets gepriift. Den Herren Profess: 
Fischer (Miinchen) und Schumm (Hamburg) verdanke ich reines Mesob 
rubinogen, Hamato- bzw. Koproporphyrin; dem Herrn Dozenten Hauro 
(Prag) reines Oxyhaimin (Hamatin). Indikan wurde nach einer besonde: 
Methode rein dargestellt, die anderen Harnfarbstoffe, Urorosein, UU: 
erythrin usw. werden mit spaiter noch zu beschreibenden Vergleichsfliis 
keiten bestimmt. Nach dem Gebrauch werden die Farbstofflésungen 
besten im Dunklen wieder aufbewahrt. 

DaB der Apparat auBer fiir die Harnfarbstoffe fiir Farbstoft 
anderer Art, welche eine umschriebene Absorption besitzen, verwen«: 
werden kann, eriibrigt sich besonders zu betonen. Der Chromodiagnost i! 
der Blutfarbstoffbestimmung, der Bestimmung der H-lonenkonze: 
tration eréffnen sich ebenso hier neue Wege wie der Farbstoffindustri: 

Die quantitative Bestimmung der Harnfarbstoffe auf spektro 
metrischem Wege ist nur in wenigen Fallen ohne weitere Vorbereitung 
des Harns méglich. Vielfach handelt es sich doch um in der Harnfar!» 
ohne scharfes Spektrum aufgehende Farbstoffe oder um Chromogen 
die erst in Farbstoffe iibergefiihrt werden miissen. Die Darstellung 
der Harnfarbstoffe zur Spektrometrie ist daher zumeist an eine |» 


; 


sondere Methodik gekniipft, die den Gegenstand spaterer Publi 
kationen bilden soll. In ihnen sollen auch, soweit es notwendig ist 
die klinischen Ergebnisse der viele Jahre zuriickliegenden Unter 
suchungen des Verfassers mitgeteilt werden. 








Untersuchungen 
iiber polarimetrische Bestimmung kleiner Glucosemengen. 


Von 
(. Lundsgaard, Chr. N. J. Gram, S. A. Holbell und FE. Rud. 
(Aus der medizinischen Universitaétsklinik A zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 5. Auqust 1928.) 


In einer Reihe von Untersuchungen tiber den Kohlehydratstoff- 
wechsel aus der hiesigen Abteilung, die im Journal of biological Che- 
mistry (3) bereits in den Jahren 1924/25 verdéffentlicht wurden, ist 
der Glucosegehalt bei verschiedenen Fliissigkeiten (Dialysat von 
Mischungen aus Muskelgewebe, Insulin, Glucose- und Salzlésung; 


Dialysat von Blut; Spinalfliissigkeit ; Odemfliissigkeit und Urinfiltrat) 


sowohl durch Reduktionsanalysen als auch durch polarimetrische 
Messungen bestimmt worden. In einer Abhandlung im Journal of 
biological Chemistry 1926 (4) wurde die Technik dieser Untersuchungen 
in den Einzelheiten beschrieben und die Genauigkeit der Polarimetrie 
auf Grund von Messungen von Zuckerlésungen bekannter Zucker- 
konzentration angegeben. In den meisten untersuchten Fliissigkeiten 
war die Glucosekonzentration gering, meist unter 0,1/°,, gemessen 
durch die Reduktionsmethode. 


Hagedorn (1), der einige der erwaihnten Untersuchungen nachpriifte, 
ihne ihre Richtigkeit bestaétigen zu kénnen, hat in seinen Arbeiten die 
Frage nach der Genauigkeit bei der quantitativen Glucosebestimmung 
mittels Polarimetrie erhoben und speziell den bei den Untersuchungen 
hbenutzten Polarisationsapparat und die Art des Vorgehens bei den 
Messungen kritisiert. 

Auch A. Krogh (2) hat sich mit hierher gehérigen messungstechnischen 
Fragen beschaftigt und die Genauigkeit der bei den friiheren Untersuchungen 
auf der hiesigen Abteilung angewandten Messungstechnik kritisiert. 

Bei einigen Untersuchungen an reinen Glucoselésungen unbekannter 
Starke, vorgenommen im Herbst 1926, ergaben die Messungsresultate 
eme geringere Genauigkeit als die friiher gefundenen. Wir entschlossen 
uns hierauf, die Frage der Genauigkeit bei polarimetrischen Bestimmungen 
on Glucoselésungen von neuem aufzunehmen, teils dadurch, daB wir 
Untersuchungen an Glucoselésungen unbekannter Starke ausfiihrten, 


23* 
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teils durch Benutzung verschiedener Polarisationsapparate und schlieBlic} 
dadurch, da®B wir mehrere Untersucher unabhangig voneinander B 
stimmungen an derselben Lésung vornehmen lieBen. 


Art des Vorgehens bei den Untersuchungen. 


a) Glucoselésung. 


Die verwendeten Glucoselésungen wurden durch Auflésung vor 
Glucose purissimum Merck in destilliertem Wasser hergestellt. Die Lésung 
wurde immer so lange (mindestens 24 Stunden) vor der Untersuchung 
hergestellt, daB Gleichgewicht zwischen dem Gehalt der Lésung an 
und #£-Glucose eingetreten war. In der Regel wurde die zu untersuchen 
Lésung durch Verdiinnung einer konzentrierten Lésung (etwa 10°, Glucos« 
hergestellt. Die Starke der Glucoselésung, die gemessen werden sollt: 
war bei allen Versuchen denen, die die Ablesungen vornahmen, absolut 
unbekannt. Nach Beendigung der Ablesungen am Polarisationsapparat 
wurde die Glucosekonzentration mittels der Kaliumferricyanidmethocd 
bei der Fliissigkeit im Polarisationsrohr bestimmt. Als Resultat wuri 
hier die Mittelzahl von vier Einzeluntersuchungen genommen. Die R: 
duktionsbestimmungen wurden von C.Gram ausgefiihrt, mit Ausnahn« 
von vier, die von Dr. O. Jul. Nielsen vorgenommen wurden. 


b) Polarisationsapparat. 


Es wurden zu diesen Untersuchungen drei verschiedene Polarisations 
apparate benutzt, in dieser Abhandlung mit Nr. I bzw. II und III bezeichnet 
Der eine von diesen (Nr. I) ist der Apparat, der bei den friiheren von der 
Abteilung veréffentlichten Untersuchungen benutzt war. Der Apparat 
ist ein Schmidt-Haensch-Fabrikat. Die Skala ist in Ventzkegrade geteilt 
und gestattet direkte Ablesung mittels eines Nonius von '/,, Ventzkegrad 
und schitzungsmaBige Ablesung von 0,03°. Als Beleuchtungsquelle ist 
eine 100-Kerzen-Lampe benutzt. Die Lichtstrahlen passieren von hier 
durch ein in den Polarisationsapparat eingebautes Kaliumbichromatfilter 
Das Gesichtsfeld ist in drei Teile geteilt. 

Die iibrigen angewandten Apparate, Nr. II und III, sind gleichfalls 
Schmidt-Haensch-Fabrikate, aber die Skala ist hier in gewéhnliche Kreis 
grade eingeteilt. Auf der Skalks kann mit Hilfe des Nonius */,.° abgelese: 
werden. Der Apparat ist mit doppeltem Nonius versehen. In den meiste1 
Fallen werden die Ablesungen an den zwei Nonien zusammenfallen. Bi 
einigen Ablesungen zeigen die Nonien einen Unterschied von !/ 9°. bh 
solchen Fallen ist der benutzte Wert die Mittelzahl der zwei Noniuswert: 
woraus folgt, daB in einigen Fallen die Zahl 5 in der dritten Dezimalste!| 
erscheinen wird (s. z. B. Tabelle II, wo das zwélfmal bei 45 Ablesunge: 
der Fall ist). Das Gesichtsfeld ist gedrittelt, und als Beleuchtungsque!| 
wurde bei diesen Apparaten gleichfalls eine 100-Kerzen-Lampe benutzt 
von der das Licht zuerst durch ein in den Apparat eingebautes Kaliu: 
bichromatfilter filtriert wird. Beim Apparat Nr. I stand die Lichtque!| 
dem Apparat unmittelbar gegeniiber, von ihm nur durch einen Schir: 
getrennt. Bei den beiden anderen Apparaten war der Abstand der Licht 
quelle vom Apparat 22 cm. 

Bei saémtlichen Untersuchungen wurde ein Polarisationsrohr vor 
20 em Lange benutzt. Stellt sich der spezifische Drehungswinkel auf 52,. 
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kann man die Glucosekonzentration fiir Apparat Nr. II und III durch 

Division der abgelesenen Grade mit 1,05 berechnen. Beim Apparat Nr. I 

rden die abgelesenen Ventzkegrade durch Multiplikation mit 0,3448 
Kreisgrade umgerechnet. 


c) Art des Vorgehens bei den Ablesungen. 


Bei allen Untersuchungen wurden zwei Polarisationsrohre ab- 
gelesen, beide von 20cm Lange, das eine mit destilliertem Wasser, 
das andere mit der Zuckerlésung gefiillt, deren Konzentration be- 
stimmt werden soll. Das Wasser, das zur Zuckerlisung und zum Blind- 
versuch benutzt wurde (Nullpunktablesung), wurde demselben Be- 
hilter entnommen. Die verschiedenen Untersucher benutzten bei den 
einzelnen Versuchen immer denselben Satz Polarisationsrohre, indem 
diese zwischen den Ablesungen nicht von neuem gefiillt wurden. Die 
Ablesungen wurden im Dunkelraum vorgenommen. Man begann mit 
ihnen erst, nachdem der Untersucher sich zwecks hinreichender Adaption 
der Augen etwa 5 Minuten im Raum aufgehalten hatte. Zuerst wurde 
das Polarisationsrohr mit Wasser abgelesen, dann das Polarisations- 
rohr mit der Glucoselésung und schlieBlich wieder das Rohr mit Wasser 











s. Tabelle I und I). 
Tabelle I. 
Bestimmung der Polarisationswerte von zwei Glucoselésungen (Nr. 20 
und 21) am 13. Dezember 1926. Apparat Nr. I. Reduktionswerte der 
Lésungen (Durchschnitt von vier Analysen) 0,066 bzw. 0,729°, Glucose. 
Rohr mit Roh t Glucoselé , Rohr mit Der Der 
dest. Wasser eee re Glucoselésung- Glucoselésung- 
Abgelesene Abgelesene Abgelesene _Polarisationswert Polarisationswert 
Ventzke- Ventzkegrade Ventzke: Ventzkegrade °/9 Glucose 
grade grade 
Nulipunkt) Nr. 20 Nr. 21 (Nulipunkt) Nr. 20 Nr. 21 Nr. 20 Nr. 21 
0,254 : 2,254 
0,25 23 
0,0. 0.2 2.25 0.04 
0.0 0,2 23 0,0-: | 
‘ 95 7 992 *o TAC 
0.0 70,00 0,2. 0.207 2,3 9 98 0.0 70,00 0,207 2.28 0,068 0,749 
0,0 0,25 ™ \oeo 10,0 
0.0+ 02 23 0,0 
0,2 2.25 
0,15 2,3 
0.2 23 
Die Zeichen + und -:- bedeuten, daB die Teilstriche des Nonius mit 


den Teilstrichen der Skala nicht vollstandig zusammengefallen oder mitten 
} zwischen einen von ihnen gefallen sind. Man hat dann den abgelesenen 
Wert um 0,03 Ventzkegrade vermehrt bzw. vermindert. 


Die Anzahl der Ablesungen variierte etwas, je nach dem benutzten 
. ' . 
| Apparat. Es wurden jedoch bei allen Versuchen zehn Ablesungen am 
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tohr mit Wasser vorgenommen, namlich fiinf vor und fiinf nach « 
Ablesungen am Rohr (bzw. den Rohren, s. Tabelle I und II) mit 
Glucoselésung. Was die mit Apparat Nr. I vorgenommenen [| 
stimmungen betrifft, so wurden in der Regel zwei Bestimmungey 
(Versuche) vorgenommen, in einem einzelnen Falle drei am Tage. |i: 
Ablesung der Polarisationsrohre mit der Glucoselésung wurde dann 
in der Regel zwischen den beiden Nullpunktsbestimmungen unmittel har 
nacheinander vorgenommen, wie das aus dem Beispiel in Tabelle | 
hervorgeht. An dem Rohr mit der Glucoselésung wurden beim 
Apparat Nr. I zehn Ablesungen vorgenommen, aber nur fiinf Ab 
lesungen beim Apparat Nr. IT und III. 


Tabelle II. 


Bestimmung des Polarisationswertes der Glucoselésung Nr. 29 am 5. Januar 
1927. Apparat Nr. II. Reduktionswert (Durchschnitt von vier Analyse: 
0,068 % 


, Glucose. 





Der Der 
P —_ Rohr mit ‘ “yh Sion nl 
agi oalneal Glucoselosung - — lésungss lésungs- 


Abgelesene Abgelesene Polaris Polari- 


Kreisgrade Abgelesene Kreisgrade sationswert  Sationswert 
(Nullpunkt) Kreisgrade (Nullpunkt) (Kreisgrade) 9), Glucose 


Untersucher 


+009 +0155 +0.085 
0,15 0,075 


| 910 | | | 

0.10 $0,092 015 }0151 O10 $0,087 0,062 0.059 
| 0,08 | 0,14 | 0.095 

0.09 0.16 0.08 


+010 +016 - 0,08 


Gram 


| 0.09 | 0,16 0.08 | 
0.09 '0.094 0.17 $0,159 0.09 !} 0.086 0,069 0.066 
0.095 0.15 0.09 | 
0.095 0.155 0,09 
+ 0,055 +0.13 +006 
0.06 0.13 0.05 | 
0.06 '0.057 0.11 ‘0.185 0.07 
0.065 0,155 0,05 
0.045 0.14 0,055 
Durchschnitt : 0,070 0,066 


Holbell 


0,057 0,078 0,074 


Die Ablesung an dem bei den friiheren Untersuchungen ver 
wendeten Apparat Nr. I wurde nur von einem Untersucher vorgenommen 
(Gram), dagegen wurden die Ablesungen an den beiden anderen Appa 
raten von drei Untersuchern (Gram, Holbe!] und Rud) vorgenommen 
die, wie erwahnt, die Ablesungen immer vollig unabhangig von einander 
ausfiihrten, so daB kein Untersucher die Resultate des anderen kannte 
Die Ablesungen erfolgten seitens der drei Untersucher innerhalb eines 
Zeitraumes von héchstens 3 Stunden. Der Reduktionswert wuri 





biuia? 
vst li 


ver 
nmen 
\ppa 
ymen 
ander 
nntt 
eines 
wurce 


Polarimetrische Bestimmung kleiner Glucosemengen. 345 


imittelbar nach der Ablesung des letzten Untersuchers bestimmt 
\\as die mit dem Apparat Nr. II und III ausgefiihrten Bestimmungen 

trifft, so wurde immer nur die Bestimmung einer Liésung am Tage 
vorgenommen. Die Lisungen wurden bei keinem Fall von einem der 
\bleser hergestellt. 

Bevor wir im folgenden Abschnitt dazu tibergehen, die Messungs- 
resultate und ihre Genauigkeit zu besprechen, wollen wir an einigen 
Beispielen zeigen, wie die schlieblichen Messungsresultate zustande 
kommen. Tabelle I zeigt so simtliche Einzelablesungen, die zur Be- 
stimmung der Zuckerlésung Nr. 20 und 21 von Tabelle III gehéren 


In Tabelle II sind die Einzelablesungen angegeben, die zum 
Versuch 29 von Tabelle IV gehéren. Die Bestimmungen wurden mit 
Apparat Nr. II von drei Untersuchern vorgenommen. 

Es wire von Interesse gewesen, alle Einzelablesungen anzufiihren, 
aus denen der Durchschnittswert berechnet ist, der sich im nachsten 
Abschnitt (Tabelle III und IV) aufgefiihrt findet. Das wiirde jedoch 
einen so unverhaltnismabig groben Raum einnehmen, dai wir meinen, 
uns damit begniigen zu miissen, die in Tabelle | und II zufiallig ge- 
wahlten Beispiele zu geben. Betrachten wir die Einzelablesungen auf 
den Tabellen, so sehen wir, dab ihre Ausbreitung (Dispersion) innerhalb 
der einzelnen Ablesungsserien verhialtnismaiBig gering ist. | Beim Ver- 
gleich mit den Mittelfehlern, die fiir die Polarisationswerte auf Grund 
ihrer Abweichungen von den Reduktionswerten berechnet sind, wird 
die geringe Ausbreitung (Dispersion) der Einzelablesungen besonders 
deutlich. Allerdings geht, wie das spater besprochen werden wird, 
auch der Fehler an den Reduktionswerten in die berechneten Mittel- 
abweichungen mit ein, und fiir den Apparat Nr. I méglicherweise 
zugleich ein gewisser systematischer Fehler. Da der Fehler bei cen 
Reduktionsbestimmungen jedoch tiberaus gering ist, muB dieses Ver- 
halten, daB die Ausbreitung bei den einzelnen Ablesungen im Vergleich 
mit den an den Durchschnittswerten berechneten Mittelfehlern so 
gering ist, als ein Ausdruck dafiir angesehen werden, dal man durch 
polarimetrische Mefimethoden wohl imstande ist, bei einer gegebenen 
Zuckerlésung eine Reihe kontinuierlicher Einstellungen mit sehr ge- 
ringer Ausbreitung (Dispersion) vorzunehmen, aber da man doch 
dem ausgesetzt ist, diese Ablesungen in einem Niveau vorzunehmen; 
das iiber oder unter den wahren Werten liegt. Eine Erklarung fiir 
dieses Phinomen zu geben, sind wir nicht imstande. Es muB8 sich 
hier um subjektive Verschiebungen handeln, die méglicherweise am 
Auge liegen. 

Dieses Verhalten bringt es mit sich, da man nicht erwarten kann, 
durch Vermehrung der Zahl der Ablesungen den wahren Werten 
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im selben Grade naiher zu kommen, wie das bei den meisten ander 
wiederholten Beobachtungen der Fall ist. 


Betrachten wir Tabelle II gesondert, wo von drei Untersuche: 
Einzelablesungen derselben Rohrsitze angefiihrt sind, so sieht ma 
die Bedeutung einer Nullpunktbestimmung (mittels der Wass 
ablesung) deutlich. Die verschiedenen Werte der drei Ableser zeigv 
schlieBlich, daB man nicht von einem bestimmten Nullpunkt fiir eine 
Apparat im allgemeinen sprechen kann, sondern nur von einem Null! 
punkt, der fiir einen bestimmten Untersucher fiir einen bestimmten 
Apparat zu einem bestimmten Zeitpunkt gilt. Eine ganz andere Sache 
ist es, wenn man davon spricht, wieweit ein Apparat einen festen oder 
beweglichen Nullpunkt hat. Ein beweglicher Nullpunkt in diesem Sinne 
ist nur ein Ausdruck dafiir, daB der theoretische Nullpunkt des Apparats 
(der Blindwert) an verschiedenen Stellen der Skala (durch willkiirliche 
Verschiebung der Apparatenteile) zum Fallen gebracht werden kann 

Im folgenden Abschnitt verwenden wir als Ausdruck der 
Polarisationswerte fiir Apparat Nr. I ausschlieBlich die Durchschnitts 
werte von zehn Einzelablesungen, korrigiert mit Bezug auf den Nullpunkt 
(Blindwert) und ausgerechnet in Prozent Glucose, und fiir Apparat Nr. || 
und III die Durchschnittswerte von fiinf Einzelablesungen, in ent 
sprechender Weise korrigiert. 


Die Resultate der Messungen. 


Die Messungsresultate umfassen somit teils eine Reihe von Ab 
lesungen an dem in den friiheren Arbeiten benutzten Polarisations 


apparat, vorgenommen von einem Untersucher, teils eine Reihe von 
Bestimmungen an zwei anderen Apparaten, vorgenommen von einem 
zwei oder drei Untersuchern, wie das des Naheren aus Tabelle IV 


hervorgeht. 

In Tabelle III finden sich die Ablesungsresultate an dem in Ventzke 
grade eingeteilten Apparat Nr. I, im, ganzen 23, angefiihrt. In Kolonne 3 
findet sich der Rotationswert, ausgedriickt in Prozent Glucose, und in 
Kolonne 4 der gefundene Reduktionswert. Die Differenz zwischen 
den Werten ist in Kolonne 5 angefiihrt. Die verschiedenen Werte 
ausgedriickt in Ventzkegraden, kann man in jedem einzelnen Fall durch 
eine einfache Berechnung, wie oben beschrieben, finden. Der auf diese 
Weise erhaltene Wert ist, wie erwahnt, der aus zehn direkten Ablesungen 
korrigierte Durchschnittswert. 


Die Glucosekonzentration der benutzten Lésungen_ variierte 
zwischen.0,000 und 1,283°,. Man sieht, daB in zwei von 23 Fallen 
die Zahlen zusammenfallen. In acht Fallen besteht eine Differenz 
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Tabelle Ill. 


Die Resultate der Ablesungen am Apparat, eingeteilt in Ventzkegrade 
(Apparat Nr. I). 





Differenz zwischen 
Losung Datum Rotationswert Reduktionswert Reduktionswert 
und Rotationswert 


Nr 1926 ®),, Glucose ®/, Glucose ®/, Glucose 
1 25. XI. 1,261 1,283 ~ (0,022 
2 25. XI 0,087 0.075 L- OO12 
3 26. XI. 0,093 0.068 + 0,025 
4 26. XI. 0,098 0,068 + 0,025 
5 29. XI. 0.066 0.059 + 0.097 
6 29. XI. Verdiinnung zwei Tage vorher vorgenommen. 

Flassigkeit unklar. 
7 29. XI. OS8i1 0.810 + O00! 
8 29. XL. 0,956 0,045 + 0011 
9 4. XIL. 0,030 0.028 L 0.002 

10 6. XII. 0,199 0,198 + 0.001 

11 6. X11. 0,961 0,955 + 0,096 

12 7. XI. 0,296 0,313 ~ 0.017 

13 7. XI. 0,292 0,250 + 0,042 

14 9. XIL. 0.389 0,365 tL 0.024 

15 9. XII. 0,379 0,365 + 0,014 

16 10. XIT. 0,000 0.000 ~ 0,000 

17 10. XI. 0,148 0,138 tL 0.010 

18 11. XII. 0,358 0,373 ~ 0.015 

19 11. XI. 0.099 0.099 +/— 0,000 

20 13. XIL. 0,068 0.066 + 0.002 

21 13. XI. 0,749 0,729 + 0,020 

23 18. XII. 0,151 0,149 + 0,002 

24 20. XIL. 0.105 0,108 + 0.092 

25 21. XII. 0.056 0,045 + OO11 


zwischen 0,001 und 0,010°,, in sieben Fallen eine Differenz zwischen 
0.010 und 0,020°,, und in fiinf Fallen liegt der Unterschied zwischen 
0,020 und 0,025 °,. SchlieBlich fand sich bei einem Fall ein Unterschied 
von 0,042 %,. 

Versucht man die Genauigkeit der Methode mit Hilfe des ex- 
ponentiellen Fehlergesetzes auszudriicken, so kann das wohl am ein- 
fachsten durch Anwendung der Abweichungen der Polarisationswerte 
von den Reduktionswerten fiir die ganze Reihe geschehen. Die Be- 
stimmungen kénnen als Wiederholungen angesehen werden, denn 
zufolge der Einrichtung des Polarisationsapparates ist die Messungs- 
genauigkeit gleich gro8, wo man sich auch auf der Skala befindet (also 
unabhangig von der Konzentration der untersuchten Lésungen), und 
die Abweichungen auBern sich als absolute numerische GréBen. Aller- 
dings wird, wie erwahnt, der Fehler bei den Reduktionsbestimmungen 
gleichzeitig auf die GréBe der Abweichungen EinfluB haben, aber da 
der Fehler bei den Reduktionsbestimmungen von einer weit geringeren 
GréBenordnung als bei den Polarisationsbestimmungen ist, glauben 


o 
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wir es verantworten zu kénnen, die Reduktionswerte als Ausdruck fiir 
die wahre Glucosekonzentration anwenden zu kénnen!. 

Bestimmt man nun fiir die genannte Untersuchungsreihe di 
Mittelabweichung der Polarisationswerte von den Reduktionswert« 
so findet man, daB diese Griébe 0,016 (° Glucose) wird.  Priift 
man, wie sich die einzelnen Abweichungen im Verhaltnis zur Mitt: 


Oo 


abweichung verteilen, so finden sich folgende: 


Innerhalb 1, mal. Mittelabweichung kamen 10 Faille vor 43 % (38 
i. - ™ 16 69,5°% (68 
a a we ne ve i. a 96 % (95 

- = = - - me i 100 % (99,5 


Die Zahlen in Parenthese geben die entsprechenden, nach dem 
exponentiellen Fehlergesetz erwarteten GréBen an. 

Es zeigt sich, daB die Abweichungen dem Fehlergesetz mit einer 
Mittelabweichung von 0,016 folgen. Es soll jedoch bemerkt werden 
daB 18 der gefundenen Abweichungen zur positiven Seite gehen, wahrend 
nur drei zur negativen gehen. Das deutet darauf hin, daB ein syst: 
matischer Fehler bei den Ablesungen zustande kommt, die die be 
treffenden Untersucher mit diesem Apparat vornehmen. (Bei dem 
Apparat Nr. II und III kamen ahnliche Fehler nicht vor.) Worauf 
der Fehler beruht, ist schwer zu sagen, aber bei der groben Genauigkeit 
der Reduktionsbestimmung ist es nicht wahrscheinlich, daB die Ursache 
hier zu suchen ist. Es mag hinzugefiigt werden, dab méglicherweise 
eine Korrektur an diesem systematischen Fehler vorgenommen werden 
kénnte, so daB die Mittelabweichung der auf Tabelle III angefiihrten 
Bestimmungen geringer werden wiirde. 

Wie friiher erwahnt, wurden bei allen Bestimmungen zehn Ab 
lesungen an einem Polarisationsrohr mit Wasser, fiinf vor und fiinf 
nach der Ablesung an dem Rohr, das die Glucoselésung enthalt, vor 
genommen. Da dieser Apparat im Gegensatz zu den anderen 
zwei einen unverschieblichen Nullpunkt hat, ist es von Interesse, dis 
bei diesem erzielten Werte naher zu besprechen. Es geht aus dem 
Versuchsprotokoll hervor, da die Nullpunktsbestimmung in weit den 
meisten (17) der 23 Versuche den Wert 0.000° ergibt. In den iibrige: 
sechs war die Abweichung von 0 héchstens 0,05° (Ventzkes). 


1 Zur Bestimmung des Mittelfehlers bei der Reduktion wurden fiin! 
Glucoselésungen folgender Konzentrationen hergestellt: etwa 0,020, 0,060 
0,100, 0,300 und 1,000°,. Es wurde dafiir gesorgt, daB die Glucosemeng 
die bei jeder Analyse zur direkten Bestimmung kommt, etwa 0,2 mg wa: 
An jeder dieser Lésungen wurden zehn Einzelbestimmungen ausgefiilr' 
Aus diesen fiinf Zehn-Bestimmungen ergab sich folgender Mittelfehler 
Prozent Glucose: 0.0003, 0.0005, 0.0009, 0.0006 und 0,00074. 
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Die Versuchsresultate fiir die beiden in '), 5. Kreisgrade eingeteilten 
jparate sind in Tabelle IV angefiihrt, die wohl keine nahere Erklarung 
forderlich machen Die Glucosekonzentration der abgelesenen 
sungen nach dem Reduktionswert variierte zwischen 0,019 und 
217°. Die drei Untersucher haben im ganzen 56 Bestimmungen 
it den beiden Apparaten vorgenommen, 39 mit Nr. Il bzw. 17 mit 

Nr. LL. 
Tabelle 1V. 
Die Versuchsresultate fiir die beiden in '/j° eingeteilten Polarisations- 
apparate (Nr. II und III). 





Untersucher Gram Untersucher Holb@il Untersucher Rud 
~ t er ¢ tr ut. +t BE. 32s 
5e ve ze&%e 5e 2e eee oe Se z2Eee 

5 %@ z@ =38¢ Z z@ -33 2 Pa s 2 -sse 
Datum £5 | 23 E228 23) 83 fae) 88 23 fse3 
S e5 6s “283 @3 €5 efs e635 5 265 
™ Cr = on x == FF S= ssa c= S= x&S= 
© os Stse cr =f er 0S sr c= 
26 £9 §225 =c Bo §229 €5 gO Feat 

> E} -aso -o 30 @Sc - oe 3° --«s5 

os =) $e Cs  v: == Be os vc: s<uv 

n° s° 63s oS - a. 1 ee i222 

Nr 1927 x Ao m Atm x mS oe 

- o =) a 


2 17. XT. 0,067 0,075 | —0,008 
} IS. XL 0.1538 0,149 +0,004 
4 20. XII. 0,102 0,103 +0,001 
95 21. XII. 0,053 0,045 | +0,008, 0,037 0,045 +0,008 
% 22. X11. 0.211 0,217 =+0,006 0,219 0,217 +0,002 
27 23. X11. 0.093 0.086 +0,007 0,088 0,086 +0,002 





1928 

8) 40 0,162 0.175 +0,013 0,166 0,175 | +0,009 = 
9 | SI. 0,059 0.068 ~0,099 0,066 0,068 +0,002 0,074 0,068 +0,006 2 
0 6.1. 0.073 0.074 +0,001 0.071 0,074 +0,003 0,072 0,074 ~0,002TC 
31 | 7.1L 0.017 0,042 +0.025 0,019 0.042 +—0,023 0,085 0,042 —0,007( 2 
2 8.1. 0,040 0,054 =0,014 0,039 0,054 +0,015 0,042 0,054 =0,012] & 
3 10.1. 0.103 | 0.099 ~0.004 0.077 0.099 ~0,022 0,095 0,099 +0,004) => 

11.1. 0.140 | 0.139 +0.001 0.159 0.139 +0.020 0,127 0,189 +0,012] ° 
5 1 12.1. 0,010 | 0,020 ~0,010 0,029 0,020 +0,009 0.005 | 0.0290 —0.015 
9 18.1. 0,020 | 0,028 0,008 
40 19.1. 0,065 | 0,056 +0,009 
41 20.1. 0,014 0,019 +0,005 
42 | 21.1. 0.032 0.029 :0.003 0.018 0.029 +0,011 
3 | 22.1. 0,059 0,063 0,004 0.060 0.063 - 0,003 
36 (14.1. 0,131 0,187 9,006 90,191 0,187 +0,004 — 
B71 15.1. 0.155 | 0.142 «0.013 0,151 0,142 +0,009 0,143 0,142, +0,001 “¢ 
8 17-14 0,021 0,057 —0,036 0.040 0.057 —0.017}z 
39 «18. I. 0.022 | 0.028 0.006 0,031 0,028 40,003 0,037 0,028 +0,009>— 
40 19.1. 0.077 | 0,056 0,021 0,068 0,056 +0,012 0,055 0,056 | +0,001] & 
41 20.1. 0.016 0.019 0,003 0,026 0,019 +0,007 0,017 0,019 0,002) & 
42 21.1. ; 0,031 0,029 +0,002) 


Was die zwischen dem Rotations- und dem Reduktionswert ge- 
fundenen Abweichungen betrifft, so sind die Hauptresultate schematisch 
auf Tabelle V dargestellt. In 40 Fallen aller 56 Messungen liegt die 
Differenz zwischen 0,001 und 0,010°,, in 11 Fallen zwischen 0,011 
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Tabelle V. 
Schematische Ubersicht iiber den Unterschied zwischen den Rotatior 
und Reduktionswerten bei Ablesungen an den beiden Apparaten N1 
und III, eingeteilt in */j99°. 





Zahl der Differenz Differenz Differenz 

Untersucher Apparat Unter: zwischen zwischen zwischen — 
Nr. suchungen | 0,001—0,010 /) 0,011—0,020 °/, 0,021—0,025°%, °° 

Gren I 18 15 2 1 

wwe . © 

| Il 6 3 1 l 

I i t 2 

Holbell II a 


Rud t 


und 0,020°, und in vier Fallen zwischen 0,021 und 0,025°,. In einen 
Falle ist die Abweichung 0,036 °,. 

Auch fiir diese Versuchsreihe ist unter den oben erwahnten Vor 
aussetzungen versucht worden, die Mittelabweichung der Polarisations. 
werte von den Reduktionswerten als Ausdruck fiir die Genauigkeit 
der Methode zu benutzen. 

Die Mittelabweichung fiir simtliche 56 Bestimmungen (Apparat 
Nr. II und III, alle Untersuchungen zusammen) stellt sich auf — 0,011 
(°, Glucose). Priift man hiernach die Verteilung der einzelnen Ab 


weichungen im Verhaltnis zur Mittelabweichung, so ergibt sich 


folgende: 


Innerhalb ',mal. Mittelabweichung kamen 22 Faille vor 39°, (38 


- . o ow oo oo 75% (68 
2 - a: “i - 93% (95 


se 3 - m=  o- ‘ 98% (99,5 
o 
° 4 e » CB ww 5 100° (99,99 ' 


Die Zahlen in Parenthese geben die nach dem Fehlergesetz er 
warteten GréBen an. Man ersieht somit, daB} die Abweichungen dem 
exponentiellen Fehlergesetz mit der Mittelabweichung -- 0,011 folgen 

Die Mittelabweichungen der einzelnen Untersucher weichen unter 
einander etwas ab, sind aber von derselben GréBenordnung: fiir Gran 
bzw. Holbell und Rud berechnet auf —- 0,0125, 0,012 und + 0,009 

Ein nennenswerter Unterschied zwischen den beiden Apparaten 
scheint nicht vorhanden zu sein. Es schien jedoch zweien der Unter 
sucher, dafB der Apparat Nr. Il] wegen weniger lichtstarker Felder 
und nicht ganz identischer Farbennuancen derselben schwerer ein 
zustellen war. Das gibt sich iibrigens in den fiir die beiden Apparat: 
ausgerechneten Versuchsfehlern deutlich zu erkennen. Die Mittel- 
abweichung fiir Apparat Nr. II (alle Untersuchungen zusammen) 
belief sich auf -- 0,0105, wahrend die entsprechende GréBe fiir Apparat 
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Nr. Il + 0,013 war. Fiir den Apparat Nr. I1, der also als der am besten 

geeignete angesehen werden mub, wird die Mittelabweichung fiir die 

Untersucher Gram, Holboll und Rud —- 0,010, 0,125 und 0.009 
Glucese). 


Diskussion der Messungsresultate. 


Beim Vergleich der Versuchsresultate, die mit den verschiedenen 
Polarisationsapparaten erzielt wurden, wird man sehen, dab die ge- 
fundenen Rotationswerte als Ganzes am wenigsten von den reellen 
Werten bei den Apparaten abweichen, die in '/,9, Grad (Kreisgrade) 
eingeteilt sind. 


Die vorgenommenen Untersuchungen zeigen uns, dab man bei 


polarimetrischen Messungen kleiner Glucosemengen selbst bei An- 


wendung von in '/,9, Grad eingeteilten Apparaten mit der Moglichkeit 
eines recht betriachtlichen Fehlers rechnen mu6B. Dieser wird jedoch, 
wie die Fehlerberechnung zeigt, in den allermeisten Fallen (95°) 
0.020 °%, Glucose nicht iibersteigen. 

In den friither veréffentlichten Arbeiten sind teils direkte Beispiele 
fir die Genauigkeit bei polarimetrischen Messungen gegeben, teils 
umfassen viele Untersuchungen ein Material, das indirekt ein Urteil 
iiber die Genauigkeit der erreichten Resultate zulaBt. 

Vergleichen wir die durch die gegenwartige Arbeit erlangte Kenntnis 
tiber die Genauigkeit solcher polarimetrischer Messungen mit einem 
reil der friiher ver6ffentlichten Resultate (3 und 4), so finden wir, daB 
die bei der gegenwirtigen Arbeit gefundene Genauigkeit geringer als 
die bei den friiheren Arbeiten gefundene und in den technischen An- 
gaben (4) angegebene ist. 

Bei allen Ablesungen der hier beregten Art ist man, wie friiher 
erwahnt, dem ausgesetzt, bei den zu jeder Bestimmung gehérenden 
Einzelablesungen des Polarimeters eine auffallend geringe Ausbreitung 
(Dispersion) zu bekommen. Diese gerirge Ausbreitung ist jedoch nur 
eine scheinbare Genauigkeit, da man nimlich immer dem ausgesetzt 
sein wird, daB die Ablesungen in einem verschobenen Niveau liegen 
Wenn es sich um Ablesungen von Fliissigkeiten handelt, deren Glucose- 
konzentrationen bekannt oder erwartet sind, wird man namentlich 
inden Fallen, wo die Bestimmung mit Apparaten mit fixiertem Nullpunkt 
vorgenommen wird (wie er in den friiher veréffentlichten Arbeiten 
verwendet ist), subjektiv beeinfluBt werden kénnen, die Deutlichkeit 
des Gesichtsfeldes (das Niveau) zu wahlen, das der Glucosekonzentration 
entspricht. 

Jede Moéglichkeit einer solchen subjektiven Beeinflussung scheint 
ausgeschlossen, wenn man, wie es in dieser Arbeit geschehen ist, mehrere 
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Untersucher, unabhingig voneinander, die Ablesungen vornehm: 

laBt, und wenn man weiter dafiir sorgt, dai die Lésungen von ei 

fiir die Untersucher unbekannten Stirke sind. Selbst unter diese 
Kautelen wird es sicher immer von Bedeutung sein, einen Apparat 
mit verschiebbarem Nullpunkt zu wihlen. 


Die Bedeutung der Resultate fiir die friiheren Arbeiten. 


Die mit der vorliegenden Arbeit gewonnenen Erfahrungen iibe: 
die Genauigkeit der Polarimetrie, speziell mit Hinsicht auf die Bi 
stimmung niedriger Glucosekonzentrationen bringen es mit sich, dai 
die in friiheren Arbeiten veréffentlichten Untersuchungen iiber der 
Reduktions- und Rotationswert von Glucose enthaltenden Fliissig 
keiten einer neuen Wiirdigung unterzogen. In vielen Fallen wird di 
zwischen dem Rotationswert und dem Reduktionswert gefunden 
Differenz innerhalb des Fehlergebiets fallen, und zwar um so mehr 
als der Fehler bei polarimetrischen Messungen an verschiedenen biolo 
gischen Fliissigkeiten (Blutdialysat, Spinalfliissigkeit usw.) jedenfalls 
nicht geringer als der Fehler sein kann, der bei Messung wiisseriger 
Glucoselésungen von entsprechenden Konzentrationen zustande kommt 
Aber auBer diesem rein messungstechnischen Verhalten kommt hierzu 
ferner das oben erwahnte subjektive Moment: daB eine Kenntnis oder 
Erwartung einer bestimmten Glucosekonzentration in den Fliissig 
keiten, die untersucht werden sollen, imstande ist, das Resultat auf 
unberechenbare Weise zu beeinflussen, sofern nicht ganz besonder: 


Vorsichtsregeln beobachtet werden, wie das des Naheren oben e1 


ortert ist. 

Unter diesen Umstanden kénnen die in den friiheren Arbeiten 
gefundenen Resultate in den Unterschieden der Reduktions- und 
Polarisationswerte verschiedener biologischer Fliissigkeiten nicht als 
sicher angesehen werden. Hieraus folgt auch, daB die auf Grund dieser 
Resultate gemachten Kanklusionen nicht als hinreichend fundamentiert 
gehalten werden kénnen. 

In einer folgenden Arbeit wollen wir iiber eine Reihe von Unter 
suchungen tiber das Verhaltnis zwischen Reduktions- und Polarisations 
werten in Spinalfliissigkeiten berichten. 


Literatur. 

1) H. C. Hagedorn, Hospitalstidende 69, 985, 1926. 2) A. Krogh, 
Journ. of biol. Chem. 74, 393, 1927. 3) C. Lundsgaard und S. A. Holb li, 
ebendaselbst 62, 453, 1924; 65, 323, und 363, 1925. — 4) Dieselben, eben 
daselbst 68, 457, 1926. 
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Untersuchungen 
iiber optische Aktivitit von Spinalfliissigkeiten. 


Von 
Chr. N. J. Gram, 0. Jul Nielsen und E, Rud. 


(Aus der medizinischen Universitaétsklinik A. zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 5. Auqust 1928.) 


Lundsgaard und Holbell haben im Journ. of biol. Chem. 1925 (4) eine 
Reihe von Untersuchungen tiber den Zuckergehalt verschiedener Kérper- 
fliissigkeiten verdffentlicht, der teils durch die Reduktionsfahigkeit und 
teils durch die Drehungsfahigkeit gegeniiber dem polarisierten Lichte 
bestimmt war. In dieser Arbeit waren unter anderem sechs Spinalfliissig- 
keiten von Patienten mit normalem Kohlehydratstoffwechsel untersucht 
worden; die Patienten hatten vor der Lumbalpunktion alle 100 g Glucose 
per os eingenommen. Die Reduktionsfahigkeit entsprach GréBen, die 
von 0,068 bis zu 0,083 °,, Glucose variierten, waihrend die Rotationsfahigkeit 
bei Ablesung kurz nach der Lumbalpunktion bedeutend niedriger als die 
Reduktionswerte waren, namlich (auf Glucose berechnet) 0,019 bis 0,037 %. 
Diese Resultate wurden als Ausdruck eines niedrigeren spezifischen 
Drehungswertes des in der Spinalfliissigkeit vorhandenen Zuckers aut - 
gefaBt. Wenn dann der Rotationswert die folgenden 48 Stunden hindurch 
verfolgt wurde, fand man, da® er langsam zunahm, um dann zum SchluG 
dicht an dem gefundenen Reduktionswert zu liegen. Da die Drehungs- 
fahigkeit der Spinalfliissigkeit hauptsdéchlich ihrem Zuckergehalt  zu- 
geschrieben wird, zogen die Verfasser den SchluB, daB sich in der frisch 
entleerten Spinalfliissizkeit eine besondere Glucoseform (,,Neo-Glhucose“‘) 
findet, die einen niedrigeren spezifischen Drehungswinkel als a-$-Glucose 
hat, und die im Laufe der folgenden zweimal 24 Stunden spontan in a-f- 
Glucose tibergeht. Lundsgaard und Hollell diskutierten die Méglichkeit, 
dal der beobachtete Unterschied zwischen Drehungswert und Reduktions- 
wert auf der Anwesenheit anderer reduzierender Stoffe beruhen kann, 
oder anderer Stoffe, die die Fahigkeit haben, die Ebene des polarisierten 
Lichtes zu drehen. Sie denken hier namentlich an linksdrehende Eigen- 
schaft von Eiwei®stoffen, meinen aber, daB die Eiweiistoffe in der vor- 
gefundenen geringen Menge kaum nennenswerte Bedeutung in dieser 
Hinsicht haben kénnen. 

Hagedorn teilte 1926 (3) mit, daB er obengenannte Untersuchungen 
nachgepriift hatte, und legte die Resultate dreier Versuche vor, die mit 
Spinalfliissigkeit von einer gréBeren Zahl von Patienten mit normalem 
Zuckerstoffwechsel angestellt waren. Er fand, ebenso wie Lundsgaard und 
Holb U, in der frisch entleerten Spinalfliissigkeit ausgesprochene Unter- 
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schiede in den Reduktions- und Drehungswerten. Erstgenannte Grél 
variierten zwischen 0,043 und 0,070°, Glucose. Die Drehungswerte war 
praktisch genommen, gleich Null, die Spinalfliissigkeit also optisch inakti 
Stehenlassen der Spinalfliissigkeiten waihrend zwei- oder dreimal 24 Stunde 
verainderte diese Verhaltnisse nicht, weshalb Hagedorn die von Lundsqaard 
und Holbell beschriebene Steigerung der Drehungsfahgikeit der Spin 
fliissigkeit beim Stehenlassen nicht bestatigen konnte. 

Da die von den genannten Verfassern mitgeteilten Resultate so: 
nicht tibereinstimmen, haben wir die Frage der optischen Aktivitat cer 
Spinalfliissigkeit und ihrer Reduktionsfahigkeit zu erneuter Untersuchung 
wieder aufgenommen. 

Versuchsanordnung. 

Wir haben im ganzen 21 Spinalfliissigkeiten von Patienten mit 
verschiedenen Erkrankungen untersucht, wo die Lumbalpunktion zu 
diagnostischen oder therapeutischen Zwecken vorgenommen worde: 
war. Es wurden jedesmal etwa 15 ccm entleert. Die Entleerung dieser 
recht groBen Menge machte den Patienten in keinem Falle gréBeres 
Unbehagen als die Entleerung von 3 bis 5ccm. Alle Patienten hatten 
normalen Kohlehydratstoffwechsel. In sechs Fallen hatten die Patienten 
innerhalb der letzten Stunde vor der Punktion 100 g Glucose per os 
eingenommen. 


Die polarimetrische Bestimmung wurde mit einem Apparat Schmid 
Haenschschen Fabrikats vorgenommen. Die Skala ist in gewodhnlich. 
Kreisgrade eingeteilt, und mit Hilfe des Nonius kann !/19)° abgelesen werde: 
Der Apparat ist mit doppeltem Nonius versehen. Als Beleuchtungsquel|: 
wurde eine 100-Kerzen-Lampe in einem Abstand von 22cm vom Apparat 
benutzt. Das Licht wird durch ein im Apparat angebrachtes Kaliun 
bichromatfilter filtriert. Das Gesichtsfeld ist in drei Teile geteilt. Di 
benutzten Polarisationsrohre sind 20em lang. Der Apparat ist dersell» 
wie der in einer friiheren Arbeit aus der Abteilung (3) beschriebene un 
benutzte ,,Apparat II‘. In dieser Arbeit war die Mittelabweichung fiir 
die Rotationswerte von den Reduktionswerten mit diesem Apparat vo 
den zwei Untersuchern Gram und Rud bestimmt, + 0,010 bzw. + 0,009 
Glueose. Da der ,,zufallige Fehler*S in 95% aller untersuchten Fille nav! 
dem’ exponentiellen Fehlergesetz zweimal den Mittelfehler nicht iiber 
steigen wird, kénnen wir unter der Voraussetzung, da®B Ablesung vor 
Spinalfliissigkeiten keinen gréBeren Fehler mit sich bringt, als es mit reine: 
Glucoselésungen der Fall ist, in der vorliegenden Arbeit, praktisch 
nommen, damit rechnen, daB Abweichungen, die gréBer als 0,020 ' 
(Glucose) sind, mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit reelle sind. 

Es wurden bei jeder Bestimmung des Reduktionswertes einer Spina 
fliissigkeit vier bis fiinf einzelne Einstellungen des Apparats vorgenomme! 
(die ersten Ablesungen sind jedoch nicht mitgezaéhlt), sowie vor und nac! 
diesen Ablesungen ebenso viele Nullpunktsbestimmungen (Ablesungen vo! 
Rohr mit destilliertem Wasser). Alle Ablesungen wurden bei Zimmet 
temperatur vorgenommen. 

Die Reduktionsbestimmungen wurden mit Hagedorn-Jensens Metho 
ausgefiihrt, und jeder angefiihrte Wert reprisentiert die Mittelzahl vor 
drei einzelnen Bestimmungen. Von dem Fehler bei dieser Bestimmung 
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rd man in dieser Verbindung vermutlich absehen kénnen. Hagedorn hat 
{ die Gefahr subjektiver Beeinflussung bei polarimetrischen Bestimmungen 
iner Glucosemengen mit bekannter oder vermuteter Konzentration 
ifmerksam gemacht. Diese Frage ist zum Gegenstand weiterer Diskussion 
d Untersuchung in der friiher erwaihnten Abhandlung (3) gemacht 
rden. Wir haben in der vorliegenden wie in der erwaihnten Arbeit zur 
Vermeidung subjektiver Beeinflussung den Modus befolgt, daB zwei von 
ns ausschlieBlich die polarimetrischen Bestimmungen vorgenommen 
haben, wahrend der dritte die Reduktionswerte bestimmte. Die einzelnen 
Untersucher haben sich ihre Resultate erst nach AbschluB jedes einzelnen 
Versuches gegenseitig mitgeteilt. Allerdings kann eine gegebene Spinal- 
fliissigkeit nur bis zu einem gewissen Grade als eine Glucoselésung un- 
bekannter Konzentration angesehen werden, da der Zuckergehalt in der 
Regel um 0,065°, liegt. Infolgedessen werden voneinander unabhangige 
\blesungen, von mehreren Untersuchern vorgenommen, unter gewissen 
Umsténden keine wesentliche Garantie gegen subjektive Beeinflussung 
bieten. Das wird besonders der Fall sein, wenn die Rotationswerte in einem 
bestimmten Niveau liegen, mégen sie nun mit den Reduktionswerten 
zusammenfallen oder z. B. in der Nahe des Nullpunktes liegen. Die ver- 
mehrte Sicherheit, die darin liegt, daB die Ablesungen von mehreren vor- 
genommen werden, ist daher durch die Variationen bedingt, die in den zu 
untersuchenden Fliissigkeiten vorkommen. Unsere Resultate zeigen jedoch, 
wie das aus den Tabellen hervorgeht, sicher mit hinreichender Deutlichkeit, 
da} die Doppelablesungen Garantie gegen subjektive Beeinflussung bei 
den Ablesungen gegeben haben. 


Versuchsresultate. 

Unsere Versuche fallen in drei Gruppen: 

1. Eine Reihe von Untersuchungen, die die Bestimmung der 
optischen Aktivitat und der Reduktionsfahigkeit und des Verhaltnisses 
dieser GréBen beim Stehenlassen der Fliissigkeit wiahrend zwei- bis 
dreimal 24 Stunden bezwecken (,,Einfache Ablesungsversuche’*). 

2. Untersuchungen, die darauf ausgehen, den miglichen EinflubB 
der EiweiBstoffe auf die optische Aktivitét der Spinalfliissigkeit nach- 
zuweisen (,,Fallungsversuche’*). 

3. Versuche, die durch Fortdialysierung des Zuckers und Aus- 
fillung der EiweiBstoffe die Bedeutung dieser Stoffe fiir die Drehungs- 
fihigkeit des weiteren beleuchten sollen (,,Dialyse- und Fiallungs- 
versuche**). 

I. Einfache Ablesungsversuche. 

Zu 11 hierher gehérenden Versuchen wurden 12 verschiedene 

Spinalfliissigkeiten verwendet, indem Versuch Nr. 6 durch Zusammen- 


mischung zweier Spinalfliissigkeiten ausgefiihrt wurde. Sofort nach 
der Lumbalpunktion wurde zur Verhinderung der Glykolyse so viel 
Natriumfluorid zugesetzt, dab die Fliissigkeit etwa 2 °/,. dieses 
Stoffes enthielt. Die Spinalfliissigkeit ist durch ein gewohnliches 
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Filter filtriert und wird in ein sorgfaltig gereinigtes Polarisatio) 
rohr gebracht. Vor der Filtrierung wurde eine Probe zur Eiwei 
bestimmung [ Bisgaard (1)] und zur Zellzihlung entnommen; die Te: 


>) 


peratur der Spinalfliissigkeit war bei Auffiillung des Rohres etwa 22 


Die erste Ablesung konnte in der Regel eine halbe Stunde nac! 
der Lumbalpunktion stattfinden. Die Spinalfliissigkeit blieb danac} 
die folgenden 24 Stunden im Polarisationsapparat, und nach der letzten 
Ablesung wurde von nevem die Reduktionsbestimmung und einig: 
Male gleichzeitig die Albumin- und Globulinbestimmung vorgenomme 
Die Resultate dieser Reihe sind auf Tabelle I angefiihrt. 

Die Spinalfliissigkeiten hielten sich bei den meisten Versuchen klar 
und ohne Verlust von Zucker. In Versuch Nr. 4 war dagegen wiihrend 
des Stehenlassens eine Luftblase und ein kleinerer Abfall des Reduk 
tionswertes zustande gekommen, und in Versuch Nr. 21, in dem dic 
Lésung ganz unklar und am dritten Tage ganz unablesbar war, fand 
sich ein fast vollstandiger Zuckerschwund. Im Versuch Nr. 17 wurcd 
vom Polarisationsrohr abgeimpft, nachdem sich die Flissigkeit 2 Tay: 
lang klar gehalten hatte; es ergab sich kein Bakterienwachstum, wede1 
auf Agar, noch auf Serum oder Bouillon. 

Die Wasserstoffionenkonzentration kolorimetrisch bestimmt 
zeigte wiaihrend des Versuchs ganz geringe Verschiebungen zu _ beiden 
Seiten fiir py von etwa 7,40. 

Wie man aus der Tabelle ersieht, hat die Spinalfliissigkeit bei 
Bestimmungen kurz nach der Lumbalpunktion in allen Fallen ein 
bedeutend niedrigere Drehungsfahigkeit als die, die der Reduktions 
fahigkeit entspricht. Sowohl in den Tabellen als auch im Text ist der 
Rotationswert der Spinalfliissigkeit in ,,Zuckerwerten’, namlich in 
Prozent Glucose ausgedriickt. Diese Ausdrucksform wurde aus prak 
tischen Griinden gewahlt. Wenn man nur wiinschen wiirde, die Drehung 
der Spinalfliissigkeit zu studieren und eventuell mégliche Veranderungen 
bei dieser Drehung zu verfolgen, kénnte man sich einfach damit be 
gniigen, die Drehungsfihigkeit in direkt abgelesenen Kreisgraden 
anzugeben, aber wenn man, wie das bei dieser Arbeit der Fall ist, di: 
Drehungswerte und die Reduktionswerte gleichzeitig zu vergleichen 
wiinscht, wird es natiirlich sein, beide Groen auf gleiche Weise aus 
zudriicken, und das wird dann am natiirlichsten und gibt die best 
Ubersicht, wenn man beide in Zuckerwerten ausdriickt. Das wurde 
daher selbst in dem Falle vorgenommen, wo eine Linksdrehung einen 
negativen Zuckerwert ergab. Eine Riickrechnung von dem polar 
metrisch bestimmten Zuckerwert zu den abgelesenen Kreisgraden 
ist tibrigens sehr einfach, da sie bei unserer Versuchsanordnung dure! 
Multiplikationen mit 1,05 geschieht. 
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Bestimmungen des Kotationswertes, vorgenommen bei bis vy 
zweitagigem Stehenlassen der Spinalfliissigkeit, ergaben folgendes 
Verhalten: in drei Fallen Versuch Nr. 1, 2 und 5 — trat sponta 
Vermehrung des Rotationswertes bis zu GréBen ein, die ungefahr der 
Reduktionsbestimmung entsprechen. In diesen drei Versuchen |y 
tragen die beobachteten Drehungsvermehrungen 0,032 bis 0,076 bzw 
0,034 °,, Glucose fiir den Untersucher Gram und 0,039 bis 0,065 bzw 
0,036 °,, Glucose fiir den Untersucher Rud. Die Mittelzahlen fiir beic: 
stellen sich auf 0,035 bis 0,070 bzw. 0,035 °, Glucose. Da diese Grében 
dreimal den Mittelfehler bei der Differenz zwischen erster und letzter 
Ablesung iibersteigen, miissen sie als reell angesehen werden. 

Diese Erhéhung des Drehungswertes trat in den drei Fallen mit 
verschiedener Schnelligkeit ein. In Versuch Nr. 1 war die maximal 
Rotation in weniger als 9 Stunden erreicht, in Versuch Nr. 2 soga: 
nach 3 Stunden. In Versuch Nr. 5 hatte sich die RotationsvergréBerung 
dagegen iiber zweimal 24 Stunden erstreckt. Versuch Nr. 4 und 2! 
miissen in diesem Zusammenhang auber Betracht gelassen werden 
da sich die Zuckerkonzentration nicht unverandert hielt und Luft 
entwicklung und Ur'ierheit der Spinalfliissigkeit eingetreten war 

Die tibrigen sechs Spinalfliissigkeiten (3, 6, 17, 18, 19 und 20 
zeigten wahrend des Stehenlassens bis zu 3 Tagen teils unveranderte 


Drehungseigenschaft, teils so geringe Schwankungen, daf sie innerhal} 
des Fehlergebiets fallen. 


Der Reduktionswert mu bei samtlichen Versuchen, mit Aus 
nahme von Nr. 4 und 21, als wahrend des ganzen Versuchs unverandert 
angesehen werden, da die sich findenden Unterschiede innerhalb des 
Fehlergebiets fallen. 


IIT. Untersuchungen iiber die Bedeutung der EiweiBstoffe fiir die optische 
Aktivitat der Spinaljfliiasigkeit (Fdllungsversuche ). 

Da die unter I mitgeteilten Versuche zeigen, daB die Drehungs 
fahigkeit der Spinalfliissigkeit nur in einer gewissen kleineren Zahil 
von Fillen sich zu ungefahrer Ubereinstimmung mit der Reduktions 
fahigkeit andert, und da diese Veranderung auch zeitgema8 inkonstant 
zu sein scheint, miissen die Verhaltnisse beziiglich der optischen Aktivitit 
der Spinalfliissigkeit vermutlich auf andere Weise als durch die Annahm« 
einer Glucoseform mit einer besonderen spezifischen, von der a-8-Glucos 
verschiedenen Drehung zu erklaren versucht werden. 

Von Stoffen in der Spinalfliissigkeit, die, abgesehen vom Zucker 
optisch aktiv sind, finden sich zu allernachst Eiweibstoffe, die links- 
drehend sind und daher die Rechtsdrehung der Glucose werden ver- 
mindern kénnen. In wie hohem Grade eine solche Verminderung statt- 
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det, kann nur durch Versuche entschieden werden, da der Eiweib- 
halt der Spinalfliissigkeit sowohl quantitativ wie qualitativ variiert. 


Es diirfte von Interesse sein, die Resultate der EiweiBbestimmungen 
isgaards zu betrachten, die nach spontaner Drehungsvermehrung 
isgefiihrt sind (Tabelle I, Versuch Nr. 1, 2 und 5). Alle diese drei 

Spinalfliissigkeiten zeigen auch am letzten Versuchstage positive 
KiweiBreaktion. Bei den zwei erstgenannten sind die Reaktionen 
weniger kraftig als am ersten Versuchstage, wihrend ein solcher Unter- 
schied bei Versuch Nr. 5 nicht beobachtet werden kann. Es lassen 
sich aus diesen Versuchen jedoch keine genaueren Schliisse beziiglich 


der Proportionalitat zwischen der Drehungseigenschaft der Spinal- 


fliissigkeit und dem Eiweifgehalt ziehen, da Bisgaards Probe zu diesem 
Zweck zu grob sein diirfte. 


Tabelle II. 


Ubersicht iiber die Rotations- und Reduktionsfahigkeit simtlicher unter- 
suchten Spinalfliissigkeiten, nach GréBe des EiweiBgehalts geordnet. 





5 Einnahme 
EiweiBstoffe Rotatiopswert BE von Glucose 
ez per os in g 
Datum Zellenzah! s RS 
“4 
Albumin = (ram se 
1927 . 
24. ‘ 10 JP 0,038 0,032 035. 0,065 
10 V/3 0.019 0,016 0,058 
10 2/, + rote 0.028 0.014 021 0,064 
Blutk. 
10 1/, 0.023 0.028 0.026 0.073 
10 °/, 0,081 0,031 0,068 
10 nicht gezahit 0,029 0,029 0,029 0,063 
10 3), 0,027 0.032 0.030 0.067 
10 4/, 0.028 0.018 6,028 0.064 
10 nicht gezahit 0,041 0.029 0,035 0,067 
10 1, + rote 0,030 0.021 0,026 0,062 
Blutk. 
ings 21. III. 12 ‘ 2/5 0,025 0,021 0,023 0,071 
Zahl 20 o/, 0.012 0.023 0.018 0.060 
lone } 30 0). + rote 0.015 0.022 0.019 0.074 
(schwach) Blutk. 
stant > 29. IV. 80 4 “O.018 0.002 —0.008 0.069 


om 


= 3 a ‘rote 
yh me IT. - Blutk. 0.001 0.007 0.008 0.073 
“ig 1 rote 
soos Blutk. 
"/s | 
| 


0.010 0.016 0.018 0.057 


cketr é 17 3 + rote 
inks- Blutk. 
25. II. ) 6), + rote 0,001 0,000 0,001 0,055 
— Blutk. 


tatt a y 3 
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In Tabelle II haben wir zur Orientierung iiber diese Frage di 
untersuchten Spinalfliissigkeiten nach steigendem Eiweibgehalt (b: 
stimmt nach Bisgaard) geordnet. Alle diese Bestimmungen, sowo)| 
der EiweiSstoffe wie der Rotations- und Reduktionswerte wurde, 
an frisch entleerten Spinalfliissigkeiten ausgefihrt. 

Die Tabelle zeigt, da8 die normale Spinalfliissigkeit (d. h. die 12 
ersten auf der Tabelle) rechtsdrehend ist. Die Drehung variiert bei 
diesen 12 von 0,018 bis 0,035 (% Glucose) durchschnittlich 0,026 ° 
Dieser Reihe zufolge scheint ein gewisses Verhaltnis zwischen der Grobe 
des EiweiBgehaltes und der Drehungseigenschaft zu bestehen, da man 
die niedrigste Drehung in den Spinalfliissigkeiten findet, wo der Eiweil 
gehalt am groBten ist. Ganz unten auf Tabelle II sind die Untersuchungs. 
resultate von drei Spinalfliissigkeiten aufgefiihrt, die durch Mischung 
der Spinalfliissigkeiten von zwei bzw. drei Patienten zuwege gebracht 
sind. Man sieht, daB diese Spinalfliissigkeiten so gut wie optisch in 
aktiv sind. 

Nach dem oben Auseinandergesetzten war es naheliegend, die E1 
klarung hierfiir in einem gréBeren Eiweibgehalt bei diesen Spinalfliissig 
keiten zu suchen. Diese Erklarung trifft jedoch nur fiir die Versuche 
Nr. 11 und 12 zu. Wieweit der Umstand, da die Spinalfliissigkeiten 
an und fiir sich gemischt sind, Bedeutung hat, sind wir nicht imstande 
zu entscheiden, aber es soll nur darauf hingewiesen werden, da’ Hagedorn 
in seinen drei veréffentlichten Versuchen, wo die Spinalfliissigkeiten 
auch von mehreren Patienten gesammelt waren, dasselbe Verhalten 
feststellte. Es sei bemerkt, daB niedrige Drehungswerte in unseren Ver 
suchen nicht durch geringeren Zuckergehalt in den betreffenden Spinal 
fliissigkeiten erklart werden kénnen, denn wie die Tabelle zeigt, folgen 
niedrigere Drehungswerte in keiner Weise niedrigen Reduktionswerten 
Im iibrigen wird man erkennen, daB kein héherer Reduktionswert 
fiir die Spinalfliissigkeiten sich feststellen laBt, wo die Patienten vor 
der Punktion Glucose eingenommen hatten, als wo das nicht der Fal! 
war. Wir kénnen somit Munch-Petersens und Winthers (6) Unter 
suchungen tiber diese Frage bestatigen. 

Da nun schon ein grober Vergleich zwischen dem Eiweibgehalt 
und den Drehungswerten darauf hinweist, daB die Eiweibstoffe als 
Ursache fiir den Unterschied zwischen der vorgefundenen Drehung 
und der, die dem Zuckergehalt entspricht, eine wesentliche Rolle spielen 
haben wir, um uns iiber diese Frage naher klar zu werden, das Eiweil 
aus der Spinalfliissigkeit fortzuschaffen und hiernach die Drehungs- 
eigenschaft wieder zu messen versucht. Das lag um so naher, als der 
eine von uns (Gram) in einem nicht veréffentlichten friiheren Versuch 
gefunden hatte, daB eine Spinalfliissigkeit nach Stehenlassen ein: 
Erhéhung der Drehungseigenschaft bis zu vélliger Ubereinstimmung 
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mit dem Reduktionswert und zu diesem Zeitpunkt ein vélliges Schwinden 
der Eiweibstoffe zeigte, so daB8 die Spinalfliissigkeit beim Abschlub 
des Versuchs nicht mehr positive Hellersche Probe gab. 

Wir unternahmen nun eine Reihe von Versuchen mit Fortschaffung 
der EiweiBstoffe mittels Fallung. 

Zur Fallung versuchten wir zuerst eine gesattigte Lisung von 
Bleiacetat, aber da es sich zeigte, daB wir zur Erzielung vollstandiger 
Fillung so viel von der Lésung zusetzen muBten, daB man eine zu 
starke Verdiinnung der Spinalfliissigkeit bekam, gingen wir dazu iiber, 
Bleiacetat in Substanz anzuwenden, wodurch wir die Verdiinnung 
vermieden. Der Versuch ergab, daB eine solche Fallung keinen Riickgang 
der Reduktionswerte mit sich brachte. Im Gegensatz hierzu fiihrte 
eine Fallung mit Ferrum colloidale, die auch versucht wurde, eine 
Herabsetzung derselben herbei 

Zur Ausfallung wurde | g pulverisiertes Bleiacetat zu etwa 15 ccm 
Spinalfliissigkeit benutzt. Nach Fallung wird die Fliissigkeit filtriert, 
worauf zwei Tropfen einer gesiattigten Bleiacetatlésung hinzugesetzt 
werden, um sich zu vergewissern, da die Fallung vollstandig war. 
Das war bei allen Versuchen der Fall. Darauf wird das klare Filtrat 
in das Polarisationsrohr gefillt und der Drehungswert abgelesen. 
In drei Versuchen wurde der Rotationswert auch vor der Fiallung 
bestimmt. Die Resultate der Fallungsversuche sind in, Tabelle III 
aufgefiihrt. 

Tabelle III. , 
Versuche mit Ausfaillung von EiweiSstoffen in der Spinalfliissigkeit. 





such 


Ver 


Rotationswert Reduktionswert 
Eiweifstoffe 
vor der : , x 
Fallung Zellens vor nach vorder nach d. 
Datum oahd der Fallung der Fallung Fallung Fallung Fallungsmitte! 
Albus Gloe . : Jul Jul 
1927 mn bulin orem Rud orem Rud Nielven Nielsen 
16.10. nicht nicht I, 0,049 0.051 0.968 0,065 Bleiacetat 
best. best. 
21.111. 1i2 (<2 3/, 6,025 0,021 0,058 0,957 0,071 0,076 . 
23. IV. 10 1 nicht 0,041 0,029 0,071 0,051) 0,067 0,064 . 
gezahlt 
16.1. 10 0 ” 0,057 0,956 ; 
19. TIT. 10 2 0), 0.065 0.050. Ferr. colloid. 
- (Merck) 
22. VI.* 0,020 0,043 0,966 0,042  Bleiacetat 


* Zwei Tage alte Spinalfliissigkeit. Die Spinalfliissigkeit mufte nach der Fillung mit Salz- 
wasser verdunnt werden, um das urspringliche Volumen wiederzubekommen. 


Die Tabelle zeigt, dafB die betreffenden vier Spinalfliissigkeiten 
Nr. 8, 10, 15 und 18 nach der Fallung einen Rotationswert aufweisen, 
der weit gréBer als der bei irgend einer frischen Spinalfliissigkeit beob- 
achtete ist, namlich (durchschnittlich fiir die zwei Untersucher) in 
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Versuch Nr. 8, 10 und 15: 0,050 bzw. 0,058 und 0,061 °,, Glucose und 
in Nr. 18 (nur ein Untersucher), wo die Spinalfliissigkeit mit Sal! 
wasser zur Erzielung des fiir die Ablesung nétigen Volumens verdiinnt 
ist, 0,043 °°, Glucose. In den drei Versuchen (Nr. 10, 15 und 18), \ 
der Drehungswert sowohl vor wie nach der Fillung mit Bleiacetat 
abgelesen ist, findet sich, wie man aus der Tabelle ersieht, eine bedeuten 
Steigerung des Drehungswertes. Wenn man den Durchschnitt der 
Resultate der zwei Untersucher nimmt, belauft sich die Steigerung 
bis auf 0,035 bzw. 0,026 — wie friiher — ausgedriickt in Prozent Glucose 
Bei Versuch Nr. 18, wo nur ein Untersucher abgelesen hat, betrug di: 
Steigerung bis zu 0,023 °,. 

In den zwei ersten dieser Fille iibersteigt der Unterschied bei den 
zwei Ablesungen somit zweimal den Mittelfehler, der, wie in einer 
friiheren Arbeit erwahnt (3), als fiir Ablesungen reiner Zuckerlésungen 
giltig gefunden wurde. Betreffs die dritte Spinalfliissigkeit (die nur 
von einem Untersucher abgelesen ist) ist der Unterschied ungefalhr 
gleich der genannten GréBe. 

Spinalfliissigkeit Nr.18 ist auch auf Tabelle | aufgefiihrt, und 
man ersieht aus dieser Tabelle, dai} zweimal 24 Stunden hindurch 
keine spontane Vermehrung des Rotationswertes stattfindet. Wir 
finden jetzt, daB nach Fallung mit Bleiacetat Ubereinstimmung zwischen 
dem Rotations- und Reduktionswert bei Steigerung des erstgenannten 
Wertes erreicht wird. 

Diese Versuche zeigen deutlich, da die EiweiBstoffe der Spinal 
fliissigkeit fiir deren optische Aktivitat in hohem Grade mitbestimmend 
sind, indem man durch Ausfaillung der Eiweibstoffe eine Drehungs- 
vermehrung hervorrufen kann, die von derselben GréBe wie die in 


einigen Versuchen spontan eingetretene ist, namlich eine Vermehrung 


bis zum ungefaihren Reduktionswert. 

Es wurde oben erwaint, daB es kaum miglich ist, die in einigen 
unserer (auf Tabelle I angefiihrten) Versuche eingetretene spontane 
Drehungsvermehrung durch Annahme einer besonderen Glucoseform 
zu erklaren. Nach dem Ausfall der eben besprochenen Fallungsversuche 
ist es naheliegend, die Erklarung fiir die spontane Drehungsvermehrung 
in dem Fortfall eines linksdrehenden Faktors, der Eiweibstoffe, zu 
suchen. 

III. Dialyse- und Fdllungsversuche. 

Zur weiteren Beleuchtung des Einflusses des Zuckers und det 
Eiweibstoffe auf die optische Aktivitat der Spinalfliissigkeit, speziecl! 
mit Riicksicht darauf, ob diese zwei Faktoren ihre Wirkung unabhingig 
voneinander entfalten, oder ob ein ,,Kondensationsprodukt™ von 
Glucose und Protein mit einer anderen Drehungseigenschaft als der 
vorliegen kénnte, die durch einfache Summation des Drehungseffektes 
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r jede der zwei Substanzen zustande kommen wiirde, haben wir noch 

iige Versuche angestellt. Diese gingen darauf aus, zu untersuchen, 
wieweit die Drehungseigenschaft der Spinalfliissigkeit sich verringert, 
eventuell nach links geht, wenn der Zucker fortdialysiert wird, und 
wieweit die Drehung dann wieder gesteigert werden, eventuell nach 
rechts gehen kénnte, wenn die EiweiBstoffe ausgefallt wiirden 


Ein Kondensationsprodukt von Protein und Glucose haben Pringsheim 

| Winter (8) nachweisen zu kénnen geglaubt. Wenn man Eiweilstoffe 

d reduzierenden Zucker in eine kalkwasserhaltige oder kochsalzhaltige 

Losung bringt, soll z. B. mit Glucose eine augenblickliche Kondensation 

einer Verbindung eintreten, in der Zucker mit Fehlingscher Lésung 

nicht mehr nachweisbar ist. So soll lg Ejieralbumin 32.4 mg Glucose, 
|g Blutalbumin 28,8 mg Glucose binden. 

Neuberg und Simon (7) konnten die Annahme eines Kondensations 
produktes zwischen Protein und Glucose auf Methodikfehler zuriickfiihren, 
la bei der Zuckerbestimmung bei Titrierung mit Fehlingscher Lésung 
etwas Kupferoxydul in kolloidaler Lésung bleibt, das der Differenz im 
litrationswert entspricht, die man bei Reduktion einer eiweiShaltigen 
bzw. einer rein wisserigen Zuckerlésung bekommt. Da8 30 mg reduzierendes 
Monosaccharid in Wirklichkeit mit 1 g geléstem Eiweif kein Kondensations- 
produkt bildet, beweisen sie: 1. durch Ausdialysierung des Zuckers, wobei 
90% des Zuckers diffundieren, 2. durch Fallung des EiweiBes bei neutraler 
Reaktion mit kolloidalem Ferribydroxyd; im Filtrat findet sich der ganze 
Zucker wieder, 3. durch Ausfallung des EiweiBes der Protein-Zucker- 
mischung mittels Alkohol. Im Filtrat findet sich aller Zucker wieder, und 
4. durch titrimetrische Bestimmung des Zuckers mit einer Methode, bei 
der das durch die Reduktion gebildete Kupferoxydul nicht ausgeschieden 
za werden braucht. Diese Methode (Lehmann-Maquenne-Rupp) gibt fiir 
die Zucker-Eiwei®lésung dieselben Werte, wie fiir die reine wasserige Zucker- 
lésung der gleichen Konzentration. 

Der Modus procedendi war bei unserem Versuch folgender: Nach 
dem iiblichen Zusatz von Natriumfluorid und Ablesung des Polarisations- 
rohres wurde die Spinalfliissigkeit (oder die Mischung von Spinal- 
fliissigkeiten) als Innerfliissigkeit in einen mit einer Kollodiummembran 
versehenen Dialyseapparat gebracht [in einer friiheren Arbeit von der 
hiesigen Abteilung beschrieben (5)]. 

Als AuBenfliissigkeit wurde eine 0,9°,ige NaCl-Lésung mit pag 
von 7,40 benutzt In zwei Versuchen wurde flieBendes Salzwasser 
angewandt. Bei den iibrigen wurde dagegen die AuBenfliissigkeit drei- 
bis viermal bei jedem Versuch gewechselt. Letztere Anordnung erwies 
sich als die beste, um den Zucker dialysiert zu kriegen. Nach der 


Dialyse wurde die Spinalfliissigkeit zur Ablesung des Drehungswinkels 


wieder in das Polarisationsrohr gebracht, und schlieBlich wurde die 
Reduktionsbestimmung von neuem ausgefiihrt. 

Die Resultate sind in Tabelle 1V aufgefiihrt. Von den drei Ver- 
suchen Nr. 11, 13 und 16 zeigen zwei (13 und 16) nach der Dialyse 
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einen so viel niedrigeren Drehungswert, dafi mit groBer Wahrscheinlich- 
keit ein reeller Unterschied als nachgewiesen angesehen werden mu 
In Versuch Nr. 13 hat die Fortdialysierung des Zuckers die Drehung 
namlich von 0,025 auf -—- 0,008 im ganzen um 0,033°,, Glucose 
verandert (Durchschnitt fiir die zwei Untersucher), und in Versuch 
Nr. 16 ist die Drehung geandert von — 0,008 auf — 0.032, im ganzen 
0.024%. Diese GréBen kénnen nach dem oben beziiglich des Methodik- 
fehlers Angefiihrten mit erheblicher Wahrscheinlichkeit als Zeichen 
reeller Unterschiede angesehen werden. Im iibrigen zeigte die Be- 
stimmung der Reduktionswerte vor und nach der Dialyse noch gréiBere 
Unterschiede, naimlich bei den zwei Versuchen Riickgang auf 0,041 
bzw. 0,042°, Glucose. In Versuch Nr. 11 wurde keine Verinderung 
der optischen Aktivitat festgestellt 

In zwei Versuchen, Nr.13 und 16, wurde die Spinalfliissigkeit 
nach Fortdialysierung des Zuckers in itiblicher Weise mit Bleiacetat 
gefallt. Nach der Fallung wurde die Fliissigkeit in das Polarisationsrohr 
gefiillt und ihr Rotations- und dann ihr Reduktionswert bestimmt. 
In beiden Versuchen hat sich der Rotationswert dabei) vermehrt 
und sich dem Reduktionswert stark angenahert. In Versuch Nr. 13 
steigt der Wert (Durchschnitt fiir zwei Untersucher) von —- 0,008 
auf + 0,018, im ganzen 0,026, und in Versuch Nr. 16 von — 0,032 
auf + 0,004, im ganzen 0,036 °,, Glucose. 

Die hier erzielten Unterschiede sind von derselben Grobe wie die, 
die mit den oben besprochenen Dialysierungen nachgewiesen wurden, 
und miissen ebenso wie diese Unterschiede mit groBer Wahrscheinlich- 
keit fiir reell gehalten werden. 

Die angestellten Dialyse- und Fallungsversuche miissen hier so 
gedeutet werden, daB Zucker und Eiwei®stoffe in der Spinalfliissigkeit 
in ihrem EinfluB auf deren optische Aktivitat unabhangig voneinander 
auftreten, so daB sich die Wirkung summiert. Unsere Versuche be- 
statigen somit die Resultate von Veuberg und Simon. 


AbschlieBende Bemerkungen. 

Wir haben, wie das oben naher entwickelt wurde, gezeigt, dab 
die beim Stehenlassen einer Spinalfliissigkeit beobachtete Vermehrung 
des Rotationswertes so unregelmabig eintritt, daB man notwendiger- 
weise eine andere Erklarung fiir dieses Verhalten suchen mul, als es 
mit der Annahme des Vorhandenseins einer besonderen Glucoseform 
mit einem spezifischen Drehungswinkel, verschieden von der a-/- 
Glucose und fahig zu spontaner Multirotation, erklaren zu wollen. 

Als eine hiernach naheliegende Moéglichkeit mu®B angenommen 
werden, daB die Vermehrung der Drehungsfahigkeit auf dem Fortfall 
eines linksdrehenden Faktors beruht. Da unsere Versuche darauf 
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hindeuten, da Spinalflissigkeit im allgemeinen desto weniger rechits. 
drehend ist, je mehr EiweiSstoff sie enthalt, und da wir gezeigt halen 
daB sich eine Drehungsvermehrung bis zum Reduktionswert sof 
einstellt, wenn Eiweif ausgefallt wird, diirfte man zu dem Sch 
berechtigt sein, daB die spontane Drehungsvermehrung auf einem 
EiweiBbschwund beruht. Dieser Schlu8 setzt voraus, daB nicht zusammen 
mit den EiweiBstoffen andere optisch aktive Substanzen mit ahnlichem 
Effekt wie die Eiweibstoffe ausgefallt werden, oder daB das Fallungs. 
mittel anstatt einer wirklichen Entfernung der Eiweiistoffe méglicher- 
weise nur Veranderungen in deren Molekiilen hervorruft, wodurch 
sich ihre optische Aktivitat verandern kénnte. 

Wie die Versuche Nr. 1, 2 und 5 auf Tabelle I zeigen, ist der 
, spontane* EiweiBschwund nicht vollstandig, da die Spinalflissigkeit 
auch nach dem Versuch positive Hellersche Probe ergibt. Es sei jedoch 
bemerkt, daB diese Probe nach dem Versuch in Nr. 1 und 2 schwacher 
ausfallt, wo die Drehungsvermehrung am gréBten war. 

Unter welchen naheren Bedingungen der EiweiBschwund beim 
Stehenlassen der Spinalfliissigkeit eintreten kann, dariiber haben unsere 
Versuche keinen AufschluB gegeben. Man kénnte an_ bakteriellen 
Einflu8B oder an Einwirkung proteolytischer Fermente in der Spinal- 
fliissigkeit denken. Die erstere Méglichkeit erscheint uns un- 
wahrscheinlich, da die betreffenden Spinalfliissigkeiten wahrend der 
ganzen Versuchszeit vollig klar blieben; es trat keine Luftentwicklung 
in ihnen ein, und es wurde kein Zuckerschwund konstatiert. 

Sterilisierung der Polarisationsrohre wurde nicht vorgenommen 
da diese keine Trockensterilisation vertrugen. Man mu jedoch an 
nehmen, daB das zu der steril entnommenen Spinalfliissigkeit zugesetzte 
Natriumftuorid eventuellem Bakterienwachstum gegeniiber hemmend 
wirkt. 

Die andere Méglichkeit: daB die Anwesenheit proteolytischer 
Fermente in der Spinalfliissigkeit beim EiweiBschwund eine Rolle 
spielen kénnte, muB vorliufig dahingestellt bleiben. 

Wie gesagt, ist es uns unwahrscheinlich, daB Bakterienwachst um 
die Ursache fiir die in einigen unserer Versuche eingetretene Drehungs 
vermehrung sein sollte. Wir haben in diesem Zusammenhang einige 
Versuche angestellt, die darauf ausgingen, zu untersuchen, wieweit 
eine Verminderung des EiweiBgehalts in der Spinalfliissigkeit unter 
Umstiinden eintreten kann, die eine Infektion ausschlieBen lassen 
Die Resultate dieser Versuche werden unten in Tabelle V mitgeteilt 

Die zu diesen Versuchen benutzten Spinalfliissigkeiten sind in 
der iiblichen Weise unter aseptischen Kautelen gesammelt. — Je« 
Spinalfliissigkeit wurde sofort nach der Entleerung auf Eiweibgehalt 
von Bisgaard und durch Zellzihlung untersucht und dann in zwei 





Optische Aktivitaét von Spinalfliissigkeiten. 


Tabelle V, 
rsuche tiber die Bedeutung der Sterilitaét der Spinalfliissigkeiten und 
des Zusatzes von Natriumfluorid fiir den EiweiSschwund. 





Imptung auf Agar 


EiweiSstoffe, zwei Tage spater aut in Bentiian 


EiweiSstoffe, 
erster Tag . 
Zellenzahl + Na-Fl -Zusatz Na-Fl.+Zusatz + Na-Fl — Na-Fl 


Albu- Globulin Albus Globulin Albumin Globulin Bakterien- Bakterien- 
min min wachstum wachstum 


13 18/, 13 1 11 1 


3 
(schwach) 


8 1 %,+ rote 6 8 
(schwach) Blutk. (schwach) (schwach) 
5} 3 (4?) 10 : 


5 
2 2 20 
2 


06/4 rote 2 30 


Blutk. (schwach) (schwach) leicht 
leicht unklar 
unklar 


leile geteilt. Zu dem einen Teil wurde Natriumfluorid in dem oben 
erwahnten Mengenverhaltnis, zu dem anderen nichts hinzugesetzt. 
Die zwei Reihen von Spinalfliissigkeiten wurden nun zweimal 24 Stunden 
bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Hierauf wurde von nevem auf 
EiweiBgehalt untersucht und Abimpfung von simtlichen Glisern aus 
Agar und Bouillon vorgenommen. 

Von zehn solchen Spinalfliissigkeitsportionen blieben neun steril. 
Nur bei einer trat Bakterienwachstum ein. Diese Portion war bei 
AbschluB des Versuchs leicht unklar. 

Ein EiweiBschwund von betrichtlicher GréBe trat im Versuch c 
ein, wo die Albuminmenge einen Abfall von 30 (Bisgaard) auf 10 und 
die Globulinmenge einen Riickgang von 5 auf 3 zeigt. Der EiweiBschwund 
ist fiir beide Spinalfhissigkeitsportionen (mit und ohne Natriumfluorid) 
der gleiche. In den Versuchen d und e trat ein geringerer Abfall der 
Albuminmenge ein, namlich von 30 auf 20; bei dem Versuch d nur 
in der Portion mit Natriumfluorid; bei dem Versuch e nur in der Portion 
ohne Fluorid. Diese Versuche zeigen also, daB sich Eiweiischwund 
in der Spinalfliissigkeit beim Stehenlassen einstellen kann, ohne dab 
bakterielle Infektion nachgewiesen werden konnte. Die beobachteten 
Falle von EiweiBschwund traten sowohl in Spinalfliissigkeiten mit, 
als auch in Fliissigkeiten ohne Natriumfluorid auf. 


Zusammenfassung. 


1. Es wurden Untersuchungen iiber die optische Aktivitaét von 
Spinalfliissigkeiten und iiber deren Reduktionsfihigkeit (nach der 
Kaliumferricyanidmethode) auf Grundlage von 21 Versuchen mit 
Spinalfliissigkeiten vorgenommen (Tabelle I, III und IV), die von 
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Patienten mit normalem Kohlehydratstoffwechsel stammten Dic 
polarimetrischen Ablesungen wurden von zwei Untersuchern vy 
genommen, die unabhaingig voneinander und ohne Kenntnis der ky 
duktionswerte arbeiteten 

2. Die normale Spinalfliissigkeit wurde kurz nach der Lumba! 
punktion rechtsdrehend befunden, durchschnittlich 0,026°,, Glucose 
entsprechend, aber in allen Fallen bedeutend niedriger als dem ky 
duktionswert entsprochen hiitte. 

Verabfolgung von Glucose per os vor der Lumbalpunktion scheint 
die Zuckerkonzentration in der Spinalfliissigkeit nicht zu erhdhe 

3. In drei von elf Versuchen trat, wenn die Spinalfliissigkeit ein 
bis zweimal 24 Stunden stehengelassen war, eine (spontane) ErhOhung 
der Drehungsfahigkeit auf Werte ein, die ungefahr der Reduktions 
fihigkeit entsprachen. Das inkonstante Auftreten dieser Erhohung 
sowohl in bezug auf Haufigkeit als auch auf Verlaufszeit macht ein 
Erklarung durch Annahme einer besonderen Glucoseform mit niedrigem 
spezifischen Drehungswinkel und Fahigkeit zur Multirotation un 
wahrscheialich. 

4. Eine Vermehrung der Drehungsfaihigkeit bis zur Reduktions 
fihigkeit tritt sofort in allen Fallen auf, wo Eiweibstoffe mit Bleiacetat 
gefallt werden. 

5. Einige Versuche mit Fortschaffung des Zuckers in der Spinal 
fliissigkeit durch Dialyse, und des EiweiBes durch Fallung, deuten 
darauf hin, daB diese Stoffe ihre Wirkung auf die optische Aktivitat 
der Spinalfliissigkeit unabhaingig voneinander ausiiben, indem sich 
die rechtsdrehende Eigenschaft des Zuckers und die linksdrehende 
Eigenschaft des EiweifSes einfach summieren. Unsere Versuche deuten 
daher nicht dahin. da sich in der Spinalfliissigkeit ein ,. Kondensations 
produkt** von Zucker und Eiweib findet. 

6. Unter der Voraussetzung, daf zusammen mit den Eiweil 
stoffen nicht andere optisch aktive Substanzen gefallt werden, mub 
die spontane Drehungsvermehrung, die in Spinalfliissigkeiten eintreten 
kann, auf Verinderungen bei den Proteinstoffen beruhen. 
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Untersuchungen iiber die optische Aktivitit 
yon Insulin- Muskel- Glucose -NaCl-Mischungen, sowie einige 
Bemerkungen iiber die Wasserstoffionenkonzentration. 


Von 
Chr. N. J. Gram und 0. Jul Nielsen. 


(Aus der medizinischen Universitétsklinik A zu Kopenhagen.) 


(Eingegangen am 5. August 1928.) 


Im Jahre 1924 haben Lundsgaard und Holbell im Journal of 
biological Chemistry (12) ihre ersten Untersuchungen tiber die Wirkungs- 
weise des Insulins veréffentlicht. Sie fanden in dieser und einer folgenden 
Arbeit, da8 bei Zusatz von Insulin und frischem Muskelgewebe zu 
einer Lésung von a-f-Glucose ein Unterschied in der Drehungsfahig- 
keit der Mischung gegeniiber dem polarisierten Licht und in ihrer 
Reduktionsfahigkeit eintrat, indem der Rotationswert niedriger war, 
als es der auf chemischem Wege bestimmten Zuckermenge entsprach. 
Sie faBten diesen Unterschied als Ausdruck einer Umbildung eines 
Teiles der Glucose zu einer anderen Form als der a- und £-Glucose auf 
und fanden, dal sie eine von der der Glucose verschiedene Mutarota- 
tionskurve hatte. 

Die Verfasser gebrauchten die Bezeichnung Neo-Glucose fiir diese 
Phinomene, und unter diesem Namen wurden sie in der Literatur 
diskutiert. 

In mehreren folgenden Arbeiten (13) studierten Lundsgaard und 
Holbell die Wirkung verschiedener Faktoren auf den Ablauf des Prozesses. 

Ein Standardversuch sah folgendermaBen aus: In eine 300-ccem-Flasche 
werden 75 cem einer 5,4°,igen Glucoselésung und 125 ccm einer 0,9 °, igen 
Natriumchloridlésung gebracht. Die Zuckerlésung ist einen Tag vor dem 
Versuch hergestellt, so daB die Mutarotation vor Beginn des Versuchs 
vollstandig abgelaufen sein kann. Diese mit Blut isotonische 2 °,ige Zucker- 
salzwassermischung ist vorher auf 37° erwairmt. Es werden nun 15g frischen, 
fein zerteilten Muskelgewebes eines Meerschweinchens zugesetzt, das un- 
mittelbar vorher getétet ist und 50 Torontoeinheiten eines Insulinpraparates, 
das keinen Zucker oder Antiseptica enthailt. Die Flasche wird in eine 
Schiittelmaschine gebracht, die in einen Thermostaten gestellt und dann 
2 Stunden bei 37° umgeschiittelt wird. Nach 2 Stunden wird ein Teil des 
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Flascheninhalts in einen Dialyseapparat gebracht, der mit einer Kollodiu 
membran versehen ist. Als AuBenfliissigkeit wird 0,9°,ige NaCl-Lésu 
verwendet. Nach etwa einstiindiger Dialyse wird der Polarisationsw 
und der Reduktionswert des Dialysats bestimmt. 

Die Polarisationsmethode gibt dann einen niedrigeren Wert fiir 
Zuckerkonzentration als die Reduktionsmethode, in dem gewahlten Beis} 
einen Unterschied von 9,9°, des Reduktionswertes. 

Beim Verfolgen der Drehungsfahigkeit des Dialysats gegeniiber d 
polarisierten Lichte wahrend der folgenden zweimal 24 Stunden fand 
die Verfasser jedoch, daB diese langsam zunahm, und da8 der Polarisatior 
wert nach 48 Stunden den Reduktionswert erreicht hatte. 

Durch verschiedene Versuche zeigten Verfasser nun, daB das Musk 
gewebe frisch entnommen sein miiBte, da sich seine Wirkung nach 2 Stunden 
verliert, selbst wenn es in physiologischer Kochsalzlésung aufbewalirt 
gewesen war. Man miifte daher annehmen, da das aktive Prinzip in 
Muskelgewebe an vitale Zellprozesse gebunden ist. Die gebildete Men, 
Neo-Glucose stieg mit der Menge der zugesetzten Muskulatur, aber nicht 
im proportionalen Verhaltnis. 

Die gebildete Menge Neo-Glucose vermehrte sich durch Zusatz grofer 
Insulindosen nicht, wenn nur eine geniigende Insulinmenge wahrend des 
Versuches vorhanden gewesen war. 

Wurde der Versuch statt bei 37 bei 20° ausgefiihrt, bildete sich keine 
Neo-Glucose. 

Im Verlauf der ersten 2 Stunden bildeten sich steigende Mengen Neo- 
Glucose, bis die gréBte Menge nach 2 Stunden erreicht war; dann nahm 
sie langsam ab, war aber doch noch nach 24 Stunden betriachtlich. Dure! 
wiederholten Zusatz frischen Muskelgewebes konnte die Menge von Neo 
Glucose bedeutend in die Héhe gesetzt werden. 

Versuche, die mit verschiedener Glucosekonzentration von 0,92 bis 
zu 5,4° Zucker in der Zucker-Salzwassermischung, aber im tbrigen in 
bezug auf Muskel- und Insulinmenge unter gleichen Bedingungen an 
gestellt wurden, zeigten, daB sich in allen Versuchen, ohne Riicksicht auf 
die Zuckerkonzentration, dieselbe Neo-Glucosemenge bildete. 

Eine Reihe verschiedener Verfasser haben diese Versuche nachgepriift, 
waren aber mit einer einzigen Ausnahme nicht imstande, Lundsgaard und 
Holbells Resultate zu bestatigen. Auch Holbell (8) konnte unter Anwendung 
derselben Technik, aber mit einem anderen Insulinpraéparat die Bildung 
von Neo-Glucose in vitro durch Einwirkung von Insulin und Muske!l- 
gewebe auf a-f-Glucose nicht reproduzieren. 

Dagegen fand er durch Variierung der Versuchszeit in einem Teile 
der Falle das friiher nachgewiesene Phainomen und meinte daher, dal 
das friiher verwendete Insulinpraparat Bestandteile enthalten hatte, dir 
eine hemmende Wirkung auf die Mutarotation der Neo-Glucose ausiibten 

Im Journ. of biol. Chem. hat A. D. Barbour (2) seine Versuchsresultate 
mit Mischungen von Glucose und Insulin zusammen mit Muskelgewelx 
verschiedener Warmbliiter veréffentlicht. Er findet nach zweistiindiger 
Einwirkung bei 37° zwischen der Rotations- und Reduktionsbestimmung 
im Dialysat keinen Unterschied und auch keine Veranderung der Rotations- 
und Reduktionseigenschaft wiaihrend des Versuches. 

Ein Kontrollversuch mit Insulin und Glucoselésung ohne Muske!- 
gewebe zeigte auch keine Veranderungen der Rotations- und Reduktions- 
fahigkeit nach 24stiindigem Stehenlassen bei 37°. 
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John R. Paul (16) hat gleichzeitig mit den Glucose-Muskel-Insulin- 
suchen Kontrollversuche mit Glucose und Muskelgewebe allein und 
icose und Insulin allein gemacht. Bei den Kontrollversuchen mit Glucose 
{ Insulin allein sieht man keine Veranderungen der Rotations- oder 
juktionsfahigkeit. Bei Zusatz von Muskelgewebe tritt sowohl bei der 
tations- wie bei der Reduktionsbestimmung gewoéhnlich ein Abfall ein; 
ser Abfall beruht vermutlich auf der Verdiinnung der Zucker-Salz- 
schung mit der Gewebsfliissigkeit. 

Bei Versuchen mit Muskelgewebe und Glucose, sowohl mit als auch 
ohne Insulin, sieht man eine leichte Erhéhung des Rotation-Reduktions- 
wertes, indem die Rotationsfahigkeit eine gradweise Vermehrung aufweist, 
wenn die Versuchszeit bis zu 3 bis 4 Stunden ausgedehnt wird. Ferner 
treten leichte Schwankungen des Rotationswertes in den Muskel-Zucker- 

sungen sowohl mit als auch ohne Insulin auf. Diese Schwankungen 
werden Spuren verschiedener optisch aktiver Stoffe zugeschrieben, die 
nicht dieselbe Reduktionsfahigkeit wie Glucose haben, und die relativ 
unstabil sein kénnten. Paul hat wiederholt Milchséiure in diesen 
Lisungen nachgewiesen und verweist auf die mégliche Anwesenheit von 
Aminoséure und Glucuronséure im Dialysat. 

M. M. Harris, Margaret Lasker und A. I. Ringer (5) finden bei ahnlichen 
Versuchen mit einer Versuchszeit von 2 Stunden bei der Rotations- und 
Reduktionsbestimmung nur Unterschiede, die innerhalb des Versuchs- 
fehlers fallen. 

In The Biochem. Journ. haben Alan Bruce Anderson und Albert Car- 
ruthers (1) zwei Versuche mit einer 2° igen Glucoselésung mitgeteilt, der 
40 Einheiten Insulin und 17,5 bzw. 20g Meerschweinchenmuskulatur 
zugesetzt waren. Beim ersten Versuch wurden nach 15, 30,' 60 und 
135 Minuten Proben entnommen, beim zweiten nach 15, 60, 120 und 180 Mi- 
nuten. Bei letzterem Versuch finden sie sofort einen Reduktionswert von 
0,700 °,, Glucose und einen Rotationswert entsprechend 0,650 °, Glucose, 
bei allen iibrigen Probeentnahmen aber volle inn ae Pe zwischen 
der Reduktions- und Rotationsbestimmung. 

Ken Iwasaki (9) hat im Gegensatz zu John R. Paul bei Versuchen 
mit Glucose-Muskelgewebe-Insulinmischungen eine Zunahme der Reduktions- 
fahigkeit (oft nur andeutungsweise) gesehen, wihrend die Drehungsfahigkeit 
die gleiche bleibt. Dasselbe Verhalten beobachtet man auch bei physiologi- 
schen NaCl-Lésungen, denen Meerschweinchenmuskulatur zugesetzt ist. 
Das Muskelgewebe gibt eine reduzierende Substanz ab, die die Ebene des 
polarisierten Lichtes nicht dreht. Iwasakis Versuche liefern fiir die Annahme 
einer Neo-Glucose keine Stiitze. Bei seinen Versuchen variierte die Menge 
der zugesetzten Meerschweinchen- oder Mausemuskeln pro 100 cem 2 %iger 
physiologischer Traubenzuckerlésung von 0,67 bis 13,3 g, die des Insulins 
entsprechend von 30 bis zu 133 Einheiten, die Zeit des Stehenlassens von 
| bis zu 4 Stunden, die Dialysezeit von 1 bis zu 2 Stunden. 

H.C. Hagedorn (6) hat 1926 sechs Versuche iiber Bildung von Neo- 
Glucose in vitro mitgeteilt. Es wurde eine isotonische Glucose-Natrium- 
chloridlésung, 2°, in bezug auf Glucose + Insulin (von 28 bis 84 inter- 
nationalen Einheiten) verwendet. Hierzu wurden frische, feinverteilte 
Muskeln von Kaninchen oder Meerschweinchen hinzugesetzt. Die Lésung 
war vorher auf 36 bis 38° erwairmt. Die Schiittelzeit variierte von 2 Stunden 
bis zu 3 Stunden und 10 Minuten, die Dialysezeit von 1 Stunde bis zu 
| Stunde und 10 Minuten. In vier Versuchen waren Phosphatpuffer zu 

Biochemische Zeitschrift Band 201. 





372 Chr. N. J. Gram u. O. Jul Nielsen: 


gesetzt worden. Die Polarisationsbestimmung wurde an den Dialysa 
mit spektralreinem Licht, der gelben Quecksilberlinie, vorgenomm 
die Reduktionsbestimmung mit der Ferricyanidmethode. Hagedorn kon 
mit diesen Versuchen keine Bildung von Neo-Glucose nachweisen. |: 
zwei Versuchen wird der Rotationswert gréBer als der Reduktionsw: 
so daB der spezifische Drehungswinkel bis zu 62 bis 63° ansteigt ({a}*° 
bei Benutzung der gelben Quecksilberlinie 55,1° sein). In drei ance 
Versuchen besteht bei der Rotations- und Reduktionsbestimmung k: 
gréBerer Unterschied, der spezifische Drehungswinkel ist nur unbedeutend 
unter 55,1°. Bei einem einzigen Versuch ist der Unterschied jedoch |» 
trachtlich und der Rotationswert weit niedriger als der Reduktionswert 
der spezifische Drehungswinkel 36°. Der Drehungswert der Dialysat: 
wurde an den folgenden Tagen bestimmt und hat in der Regel keine Ve: 
anderungen gezeigt ; nur bei dem letzterwaihnten Versuch mit dem niedrige 
spezifischen Drehungswert haben Drehungsanderungen  stattgefunden 
aber es ist allerdings gleichzeitig zu starkem Bakterienwachstum uni 
Zuckerschwund gekommen, weshalb man annehmen mu, daB das An 
steigen des Drehungswertes auf Bakterieneingriffen beruht. Hagedor) 
weist ebenso wie Paul auf den méglichen Gehalt der Dialysate an grobe: 
Mengen verschiedener Stoffe mit verschiedener Reduktions- und Drehungs 
fihigkeit hin. Hagedorn fiihrt ferner an, daB sich ein gréBerer oder xg 
ringerer Unterschied (bis zu 10%) fand, wo die Reduktion des Dialysat. 
mit oder ohne Zinkfallung bestimmt wurde. 


Von all den hier besprochenen Arbeiten gilt also, daB die Autore: 
die von Lundsgaard und Holbell gefundenen Phinomene unter den ur 
spriinglich angegebenen Versuchsbedingungen nicht haben reproduzieren 


kénnen. 

Von italienischer Seite liegt jedoch eine Bestaitigung von Lundsgaard 
und Holbells Beobachtungen vor, indem V. Bolcato in Biochimica e Terapia 
sperimentale (3) 1926 von zehn Versuchen berichtet, wo er unter genau 
Einhaltung von Lundsgaard und Holbells Technik Kaninchenmuske!: 
auf Glucoselésungen unter Insulinzusatz hat einwirken lassen. Hier) 
konnte er konstatieren, daB die Drehung der Zuckerlésung anfangs niedrige: 
als der Reduktionswert war, da8 sie aber spiter wieder aufstieg, wahren 
die Reduktion unverandert blieb. 

Es wurden 100 cem 1- bis 1,05 °4iger Glucose (Merck), 10 oder 20 Ein- 
heiten von Insulin Belfanti und 15 oder 20 g Kaninchenmuskeln verwendet 
Die Lésung wurde 2 oder 2% Stunden bei 36° in den Thermostaten gebrac!it 
darauf filtriert und gereinigt (wie ?). Verfasser bekam Ausschlag bis herunte: 
zu 24° spezifische Drehung und hat mehrmals im Laufe von 48 bis 70 Stunde: 
Reversibilitat des Prozesses konstatiert. Er hat auch [loglandol Rocly 
mit Wirkung benutzt. 

Mit diesen Lésungen, die die hypothetische Neo-Glucose enthielte: 
wurden Géarungsversuche angestellt. Es zeigte sich, da®8 sie schnelle 
als gewohnliche Glucoselésungen vergirten. Verfasser schlieBt hierau- 
daB eine isomere y-Glucose existiert, die eine leicht oxydable Forn 
reprasentiert. 

Es sind jedoch keine solche Details mitgeteilt, daB die Versuche ein 
sichere Bewertung zulassen. In einer spateren Arbeit hat Bolcato sein 
Untersuchungen fortgesetzt und Lundsgaard und Holbells Untersuchunge! 
iiber Phlorrhizindiabetes bestatigt. 
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Die neuerdings erschienenen Mitteilungen, die den Nachweis der 
o-Glucose behandeln, sind eine Arbeit F. J.C. Combes (4), C. r. de la 
c. d. Biol., der keine Veraénderung der Rotations- und Reduktions- 
iigkeit findet, und eine vorliufige Mitteilung in Proc. of the Soc. for 
<per. Biol. and Med. 1927 von J. M. Johlin (10), der keinen ausgesprochenen 

Unterschied in dem mit Polarisation oder mittels Reduktion bestimmten 
Zuckerwert der Dialysate findet. Der Rotationswert des Dialysats anderte 
ch bei 16- bis 40stiindigem Stehenlassen nicht. 


Eigene Untersuchungen iiber die Bildung von Neo-Glucose in vitro. 


Einleitung. 


Da die Untersuchungen der verschiedenen Autoren zu _ wider- 
sprechenden Resultaten beziiglich der Schwankungen der Rotations 
fihigkeit der Versuchsmischung gefiihrt haben, beschlossen wir, die 
Frage zu erneuter Untersuchung aufzunehmen. 


In einer friiheren Arbeit (11) haben wir die Genauigkeit bestimmt, 
nit der sich die polarimetrische Bestimmung mit dem uns zur Verfiigung 
stehenden Apparat ausfiihren l46t, und der gefundene Mittelfehler wurde 
zur Beurteilung der Resultate benutzt, die wir bei unseren Versuchen 
bekommen haben. 

Der Ausgangspunkt fiir unsere Versuchsanordnung war ein Versuch, 
den der eine von uns — Gram — in Verbindung mit Aa. Wagner an- 
gestellt hatte (mitgeteilt in der Danischen biolog. Ges., Oktober 1926). 
Es waren viertelstiindlich waihrend 2 Stunden Proben von der Insulin- 
Muskel-Glucose-Salzwassermischung zur Dialyse entnommen, und es wurde 
festgestellt, daB sich in einem und nur einem Dialysat, namlich in der nach 
1, Stunde entnommenen Probe, ein niedrigerer Drehungswert als der 
Reduktionswert fand. Alle folgenden Proben von 3%, Stunden bis zu 
2 Stunden zéigten Drehungswertg in der Nahe der Reduktionszahl. 

Wir setzten von vornherein unsere Untersuchungsreihe auf zehn solche 
Versuche fest, mit viertelstiindlicher Entnahme von Proben und nach- 
folgender Bestimmung der acht Dialysate nach der Polarisations- und 
Reduktionsmethode. Hierzu kommen dann die entsprechenden Kontroll- 
versuche, namlich fiinf Versuche mit Muskel-Glucose-Salzwassermischungen 
ohne Insulinzusatz, fiinf Versuche mit Insulin-Muskel-Salzwassermischungen 
und endlich zwei Versuche mit Insulin-Glucose-Salzwassermischungen. 


Versuchstechnik. 

Bei den Versuchen war das Verhaltnis der verschiedenen Komponenten 
untereinander standig das gleiche, nimlich 25 danische (= 100 internationale) 
Einheiten Insulin auf 20g Muskulatur in 200 ccm isotonischer Glucose- 
Salzwasserlésung. 

Zur Herstellung der Zucker- und Salzwasserlésungen wurden die 
reinsten Merckschen Praparate verwendet. Die Zuckerlésung war immer 
einen Tag vorher zubereitet und bei 37° in den Thermostaten gestellt worden, 
so daB die Mutarotation vor Versuchsbeginn abgelaufen sein konnte. 

Unmittelbar vor den Versuchen wurde n/10 NaOH zur Zucker-Salz- 
wassermischung hinzugesetzt, bis das pq der Mischung etwa 7,40 war. 
Zusatz von Puffermischungen wurde nicht angewendet. Die Temperatur 


25* 








374 Chr. N. J. Gram u. O. Jul Nielsen: 


der Lésung war 38 bis 40°. Es wurde immer frische Taubenmuskulat 

(Brust) verwendet. Die Tiere wurden durch hartes Aufschlagen des Hint: 

kopfes gegen einen Tischrand und folgendes Aufschneiden des Hals 

getétet. Die Haut 1a4Bt sich leicht von der Brustmuskulatur entfern 

und die Brust wird mit einem Messer zerteilt. Eine Brusthalfte wieg: 
20 bis 30g. Nach Wagung wird die Muskulatur ganz fein zerhackt uni 
in die Versuchsmischung getan. Da die Taubenbrust ungemein rei: 

Muskulatur und leicht zugénglich ist, vergehen nur wenige Minuten vom 
Schlachten des Tieres bis zur vollendeten Aufmontierung der Versuch 

flasche. 

Das benutzte Insulin war Insulin ,,Novo‘ in klarer Lésung ohn 
Zucker- oder Antisepticazusatz. 1 cem der Insulinlésung enthielt 20 danisc}y 
Einheiten (80 internationale). 

Die Flasche mit der Versuchsmischung wurde in eine Schiittelmaschin 
gebracht und bei 37° in den Thermostaten gestellt. 2 Stunden lang wurii 
viertelstiindlich durch Dekantierung eine Probe entnommen, die in einen 
Dialyseapparat gebracht wurde [beschrieben in friiheren Arbeiten der 
Abt. A (14))}. Es wurde 1 Stunde lang bei Zimmertemperatur gegen ein 
0,9 %ige NaCl-Lésung mit einem pq von etwa 7,40 dialysiert. 

Zum Dialysat wurde dann zur Verhinderung der Glykolyse so viel 
pulverisiertes NaF] zugesetzt, daB der Gehalt des Dialysats hieran etwa 
2°/,ig wurde. Darauf wurde die Bestimmung des Polarisationswertes und 
des Reduktionswertes des Dialysats je von seinem Untersucher, unabhangig 
voneinander, vorgenommen, indem alle Polarisationsbestimmungen in 
dieser Arbeit von Gram und alle Reduktionsbestimmungen von O. Jul 
Nielsen gemacht wurden. 

Die polarimetrische Bestimmung wurde mit einem Apparat Schmidt 
Haenschschen Fabrikats vorgenommen. Die Skala ist in gewdédhnliche 
Kreisgrade eingeteilt, und mittels des Nonius kann !/,99° abgelesen werden 
Der Apparat ist mit doppeltem Nonius versehen. Als Beleuchtungsquelle 
ist eine 100-Kerzen-Lampe in einem Abstande von 22cm vom Apparat 
benutzt. Das Licht wird durch ein im Apparat angebrachtes Kalium 
bichromatfilter filtriert. Das Gesichtsfeld ist in drei Teile geteilt. Di 
verwendeten Polarisationsrohre sind 20cm lang. 

Die Glucosekonzentration erhalt man, indem der spezifische Drehungs- 
winkel = 52,5° gesetzt wird, durch Division der abgelesenen Kreisgraci 
mit 1,05. In dieser Arbeit sind alle polarimetrischen Bestimmungen i: 
Prozent Glucose angegeben. 

Der Apparat ist derselbe wie Apparat II, der in einer friiheren Arbeit 
der Abteilung (11) beschrieben und benutzt wurde. In derselben Arbeit 
ergab die Mittelabweichung der Rotationswerte von den Reduktions 
werten mit diesem Apparat fiir Glucose + 0,010%. Da der ,,zufallige 
Fehler“ in 99,5 % aller untersuchten Fille nach dem exponentiellen Fehle: 
gesetz dreimal die Mittelabweichung nicht iibersteigen wird, kénnen wir 
in der vorliegenden Arbeit praktisch damit rechnen, daB Abweichungen, 
die gréBer als 0,030 % Glucose sind, mit groBer Wahrscheinlichkeit reelle sind 

Bei jeder Bestimmung des Rotationswertes fiir ein Dialysat wurc: 
zwei je drei (vier) einzelne Einstellungen des Apparats vorgenomm: 
(die ersten Ablesungen wurden jedoch nicht mitgezihlit) und vor und nac! 
der Ablesung von zwei Dialysaten ebenso viele Nullpunktsbestimmung:! 
an einem mit destilliertem Wasser gefiillten Rohre. Es wurden jedoc! 
oft drei Dialysate zwischen den Nullpunktsbestimmungen am_ erst 
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Versuchstag abgelesen, um das Auge nicht zu sehr zu ermiiden. Die Null- 

inktsbestimmungen sind wahrend der Ablesung der acht Dialysate 
praktisch unverandert geblieben. Wenn der Rotationswert an den folgenden 
lagen verfolgt wurde, wurde nur ein Dialysat zwischen jedem Nullpunkts- 
estimmungspaar abgelesen. 

In der genannten Arbeit wurde auf die Méglichkeit subjektiver Beein- 

ussung wahrend der polarimetrischen Bestimmung durch die Erwartung 
einer bestimmten Zuckerkonzentration in der untersuchten Lésung hin- 
gewiesen. Eine solche Méglichkeit liegt hier am ersten Versuchstag nicht 
vor, wo eine Reihe Dialysate mit ganz unberechenbarem Zuckergehalt 
bestimmt werden sollten. Am zweiten und dritten Versuchstag, wo einzelne 
Dialysate, die zu verfolgen von Interesse war, von neuem bestimmt werden 
sollten, kann das Dialysat nicht mehr als eine Lésung von unbekannter 
Zuckerkonzentration betrachtet werden. Wir haben deshalb verschiedene 
VorsichtsmaBregeln getroffen, wie Ablesung mehrerer Dialysate bis zu allen 8, 
mit Ansetzung einer anderen, dem Ableser unbekannten Numerierung, oder 
iblesung der Gradanzahl durch einen anderen als den Einsteller des Polari- 
meters. 

In einigen Versuchen mit sehr niedrigen Zuckerwerten im Dialysat 
wurde diesem vor der Ablesung Zucker zugesetzt, ohne Wissen des Ablesers. 

In den zwei Kontrollversuchen mit  Insulin-Glucose-Salzwasser- 
mischungen war die verwendete Zuckerkonzentration dem Ableser un- 
bekannt. In einem der Kontrollversuche mit Insulin-Muskel-Salzwasser- 
lésung war ohne Wissen des Ablesers zu vier der acht Dialysate Zucker 
zugesetzt, da die vorangegangenen Versuche bestimmte kleine Rotations- 
werte erwarten lassen konnten. In einem einzigen der vielen Dialysate 
war eine schwache Hellersche Reaktoin vorhanden. Der Rotationswert 
dieses Dialysats wurde hier sowohl vor wie nach Fallung mit pulverisiertem 
Bleiacetat bestimmt, gab iibrigens aber dieselbe Ablesung. Alle Ablesungen 
wurden bei Zimmertemperatur vorgenommen. 

Die Reduktionsbestimmung wurde mit Hagedorn-Jensens Kalium 
ferricyanidmethode nach geeigneter Verdiinnung des Dialysats ausgefiihrt 
und ergibt sich als Resultat von drei Einzelbestimmungen. In der oben 
erwahnten Arbeit ergab die Bestimmung von zwei Lésungen von 0,300 
und 1,000°, Glucose einen Mittelfehler in Prozent Glucose von 0,0006 
bzw. 0,0074. Fiihrt man drei Einzelbestimmungen aus, so wird der Mittel- 


fehler der angefiihrte, dividiert durch )3. Der Fehler bei der Reduktions- 
bestimmung wird somit in den meisten Fallen 0,010% Glucose nicht iiber- 


steigen. 

Die Reduktionsbestimmung ist ohne Fallung mit Zink ausgefiihrt, 
ausgenommen in den wenigen Fallen, wo das Dialysat eine positive Reaktion 
mit Spieglers Reagens gab. 


Versuchsresultate. 
Der Ubersichtlichkeit halber wollen wir mit den Kontrollversuchen 
beginnen und unsere Resultate in folgender Reihenfolge vorlegen: 
a) 2 Versuche mit Insulin-Glucose-Salzwassermischung, 
b) £ - a »»  Muskel- et 
©) < - » Muskel-Glucose- - 
d) 10(11) Versuche mit Insulin-Muskel-Glucose-Salzwassermischung. 
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a) Versuche mit Insulin-Glucose-Salzwassermischung. 

Im ganzen zwei Versuche. In einer Flasche mit 324 ccm isotonische 
Glucose-Salzwassermischung mit einer Temperatur von 38° und py, 
von 7,40 sind 40 Einheiten Insulin Novo zugesetzt. Die Mischung 
wird in einer Schiittelmaschine in den Thermostaten bei 37° gebrachi 
40 ccm der Lésung wurden viertelstiindlich herausgenommen und stand 
dann etwa 1 Stunde zur Abkiihlung. Es wurde dann die polarimetrisch: 
Bestimmung an den acht Portionen und die Reduktionsbestimmuny 


an einigen von ihnen vorgenommen. 
dem Ableser unbekannt. 


Die Zuckerkonzentration wat 


Tabelle I. 





Versuchszeit 


Datum Min 


15 
30 
45 
60 
75 
90 
105 
120 


Durchschnitt : 


Tabelle 1 


Rotationswert Reduktionswert 


0.406 
0,406 
0,414 
0,395 
0,406 
0,396 
0.398 
0,403 


0,403 


r. 





Versuchszeit 
Min. 


15 
30 
45 
60 
75 
90 
105 
120 


Durchschnitt : 


Diese zwei Versuche zeigen, dag 


Autoren und friiheren eigenen Versuchen 


Rotationswert Reduktionswert 


0,189 
0,190 
0,195 
0,193 
0,186 
0,190 
0,192 
0,192 


0,191 


0,196 


0,196 


in l bereinstimmung mit andere 
— bei Einwirkung von Insulin 


auf Glucoselisungen in vitro keine Drehungsdinderungen auftreten. 


b) Versuche mit Insulin-Muskel-Salzwassermischung. 


Im ganzen fiinf Versuche. In einer Flasche mit 800 ccm isotonischer 





Salzwasserliésung mit einer Temperatur von 38 bis 40° und einem py 
von etwa 7,40 sind 80g frischer, gehackter Taubenmuskulatur und 
100 Einheiten Insulin Novo zugesetzt. Die Mischung ist in einer Schiittel- 
maschine in den Thermostaten bei 37° gebracht. 75 ccm der Lésung 
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id viertelstiindlich entnommen und in den Dialyseapparat gebracht 
bie Dialyse dauerte 1 Stunde und ging bei Zimmertemperatur vor sich. 
Den Dialysaten ist NaFl zugesetzt, worauf durch ein gewéhnliches 
Filter filtriert wurde. Darauf wurde die polarimetrische und chemische 
hestimmung an ihnen vorgenommen. 


Ein Dialysat gab mit Spieglers Reagens positive Reaktion, weshalb 
es bei der Reduktionsbestimmung mit Zink gefallt wurde. Da die 
Hellersche Reaktion negativ war, wurde die polarimetrische Be- 
stimmung ohne vorausgehende Fallung des EiweiBes vorgenommen. 
In einem der Versuche (Nr. 35) war ohne Wissen des Ablesers zu vier 
Dialysaten Glucose zugesetzt worden. 


Es sei hier einer der Versuche in extenso mitgeteilt. 


Tabelle ITI. 





' Harnstoff 
Versuchszeit Rotations Reduktions- p nach van Sluke 
wert wert H 

Min mgs 


Datum 


34 13. VI. 15 0,005 0,003 6,50 
1927 : 0,010 0,004 6,60 
0,022 0,007 
0.008 0.005 6,30 
0.022 0,007 6,20 
0,010 0,010 6,10 
0,022 0.0138 
0.024 0.015 6,00 


Die iibrigen vier Versuche zeigen entsprechende Verhaltnisse 
Der Rotationswert der Dialysate schwankt zwischen 0,002 und 0,029, 
die Reduktion zwischen 0,003 und 0,024. Das mit Zink gefallte Dialysat 
hatte einen Reduktionswert von 0,014. Die Harnstoffbestimmung 
ergab 0 bis 6 mg-°®,. Die Versuche zeigen, daB unter den gegebenen 
Versuchsbedingungen reduzierende Stoffe von den Muskeln abgegeben 
werden, aber es werden hierdurch keine gréBeren Verschiebungen 
zwischen dem Rotations- und Reduktionswert der Dialysate hervor- 
gerufen. Holbell hat ahnliche Verhaltnisse gefunden, doch nicht tiber 
),009 °, Glucose im Dialysat. /wasaki findet gleichfalls, daB das Muskel- 
gewebe eine reduzierende, mit der Hagedorn-Jensenschen Methode 
nachweisbare Substanz enthalt. Diese Substanz ist nicht drehend. 
In unseren Versuchen sind die Unterschiede zwischen dem Rotations- 
und dem Reduktionswert zu klein, um etwas Sicheres dariiber aussagen 
zu kénnen. 


Die Harnstoffmenge und die Wasserstoffionenkonzentration kann 
fiir diese Verhaltnisse kaum von Bedeutung gewesen sein. 
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Diese fiinf Versuche zeigen, daB reduzierende Substanzen von dv 
Muskeln abgegeben werden. Die zutage getretenen Unterschiede zwisch 
dem Rotations- und Reduktionswert iiberschreiten jedoch nicht de 
Versuchsfehler. 


c) Versuche mit Muskel-Glucose-Salzwassermischung. 


Im ganzen fiinf Versuche. In einer Flasche sind 300 cem 5.4 °,ige: 
Glucoselésung und 510cem 0,9°,iger NaCl-Lésung gemischt. Das 
ergibt eine 2°, ige isotonische Glucose-Salzwassermischung. Die Tem 
peratur der Lésung ist 38 bis 40° und py etwa 7,40. Hierzu werden 
80 g frischer, gehackter Taubenmuskulatur gesetzt. Die Mischung wird 
in einer Schiittelmaschine in den Thermostaten bei 37° gebracht. 75 ccn 
der Lisung werden viertelstiindlich entnommen und in den Dialyse 
apparat gebracht. Die Dialyse dauerte 1 Stunde und ging bei Zimmer 
temperatur vor sich. Zu den Dialysaten wird NaF! zugesetzt, worauf 
durch ein gewohnliches Filter filtriert wird. Darnach wird die pola 
rimetrische und chemische Bestimmung an ihnen vorgenommen. 


Es wird hier einer der Versuche in extenso mitgeteilt. 


Tabelle IV. 





Versuchs- Rotationswert Reduktionswert 
zeit . — aos - 


Mia. 20. V. 21. V. 20. V. 23.V 


15 6,586 0,610 

30 0,700 0,686 0,686 0,735 0,735 

45 0,614, 0,605 | 0,635 

60 0,602 0,620 

75 0,464 0,467 0,492 0,495 

90 0,512 0,510 0,540 0,540 
105 0,624 0,629 0,634 0,674 0,680 
120 0,576 0,576 0,591 


Aus der Tabelle geht hervor, daB die sechs Dialysate fiir die nach 
der Polarisations- und nach der Reduktionsmethode gemessene Glucose- 
konzentration iibereinstimmende Werte zeigen. Zwei Dialysate, namlich 
die den nach 30 und nach 105 Minuten langer Verlaufszeit entnommenen 
Proben entsprechen, zeigen eine niedrigere Drehungsfahigkeit, als der 
Reduktionsbestimmung entspricht. Der Unterschied betragt 0,35 
bzw. 0,050 °%,, Glucose. Dieser Unterschied bei den zwei Konzentrations 
werten muB8 dem oben Entwickelten zufolge als reell angesehen werden 
Wenn man die Dialysate die folgenden 24 Stunden hindurch verfolgt 
sieht man, daB dieser Unterschied bestehen bleibt, der Rotationswert 
nimmt nicht an GréBe zu. Die Rotationsfahigkeit der tibrigen Dialysate 
bleibt auch konstant, und es findet kein Zuckerschwund statt. 
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Diese Verhaltnisse finden sich bei den tibrigen Versuchen wieder, 
och so, daB das Phanomen: niedrigere Drehungsfihigkeit als dem 
Keduktionswert entspricht, zu verschiedener Zeit, mit verschiedener 
Haufigkeit und in verschiedener Starke bei den Versuchen auftritt. 
beim fiinften Versuch bestand zwischen allen Rotations- und Reduktions- 
werten volle Ubereinstimmung. 


In keinem Versuch hat bei konstantem Zuckergehalt an den 
folgenden Tagen Drehungsvermehrung stattgefunden. 


In dem unten folgenden Schema sind alle Zahlen angefiihrt, wo 
iiber 0,030 °,, Glucoseunterschied beim Rotations- und Reduktionswert 
vorhanden waren. Die Zahlen geben die Rotationswerte, die Zahlen 
in Parenthese die entsprechenden Reduktionswerte an. 


Schema A. 
Schema iiber gréBere Unterschiede als 0,030° Glucose zwischen dem 
totations- und Reduktionswert in Muskel-Glucose-Salzwasserversuchen 
ohne Insulinzusatz. 





Versuch Datum 15 Min. 30 Min. 45 Min.| 60 Min. 75 Min. 90 Min. 105 Min. 120 Min 


20. V. 0,700 0,624 
(0,735) (0,674) 

0.490 

(0,535) 
25.V. 0.538 0.514 0.515 0639 0598 0,502 
(0,572) (0.557) (0,552) (0,722) (0,663) (0,540) 

28. V. | 0,628 0,514 

(0,662) (0,554) 

81. V. 


Diese fiinf Versuche zeigen, daB waihrend des Versuchs zu verschiedener 
Zeit Drehungsdnderungen in der Muskel-Glucose-Salzwassermischung ein- 
treten kinnen. Unterschiede zwischen dem Rotations- und dem Reduktions- 
wert, die dreimal gréBer als die gefundene Mittelabweichung sind, wurden 
in 11 von den untersuchten 40 Dialysaten nachgewiesen. Der Rotations- 
wert dndert sich die folgenden 24 Stunden nicht. Der Rotationswert wurde 
niemals héher als der Reduktionswert gefunden. 


d) Versuche mit Insulin-Muskel-Glucose-Salzwassermischung. 


Im ganzen zehn Versuche. Die Versuche wurden genau wie die 
unter c) beschriebenen ausgefiihrt, nur wurden bei diesen Versuchen 
100 Einheiten Insulin zugesetzt. In einer Flasche werden 300 ccm 
5,4 °.iger Glucoselésung und 510 cem 0,9 %iger NaCl-Lésung gemischt. 
Das gibt eine 2°,ige isotonische Glucose-Salzwassermischung. Die 
Temperatur der Lésung ist 38 bis 40° und py etwa 7,40. Dazu werden 
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80g frischer, gehackter Taubenmuskulatur zugesetzt. Die Mischuny 
wird in eine Schiittelmaschine in den Thermostaten bei 37° gebrach: 
75 cem der Lésung werden viertelstiindlich entnommen und in «: 

Dialyseapparat gebracht. Die Dialyse dauerte 1 Stunde (im Versw 

Nr. 15 jedoch nur !., Stunde) und ging bei Zimmertemperatur vor sic! 

Den Dialysaten wurde NaFl zugesetzt, worauf durch ein gewéhnliches 
Filter filtriert wurde. Darauf wurde die polarimetrische und chemiscly 
Bestimmung an ihnen vorgenommen. Ein Dialysat gab eine selu 
schwach positive Reaktion mit der Hellerschen Probe. Das Dialysat 
wurde daher mit | g pulverisiertem Bleiacetat gefallt, filtriert und das 
Filtrat polarimetrisch bestimmt. Ein zweites Dialysat gab eine schwacl 
Reaktion mic Spieglers Reagens, aber keine Hellersche Reaktion 
Beide Dialysate wurden bei der Reduktionsbestimmung mit Zink 
gefallt. 

Es werden hier zwei der Versuche in extenso mitgeteilt. 


Tabelle V. 





Versuchs- Rotationswert Reduktionswert 


Datum zeit - eine NE A A es 
Min. 16. IV. 17. IV. 18. IV. 16. IV. 18. I\ 
15 16. IV. 15 0,861 0.364 
1927 30 0,258 0,274 
d 0,409 0,429 
0,269 0.255 
0,377 0,367 
0,243 0.245 
0,317 0,307 
0,319 0,380 0,371 0,367 0,364 


Es geht aus dem Versuche hervor, daB die sieben ersten Dialysat: 
fiir die nach der Polarisations- und der Reduktionsmethode gemessene 
Glucosekonzentration iibereinstimmende Werte aufweisen. Das acht 
Dialysat zeigt dagegen eine niedrigere Drehungsfahigkeit, als der 
Reduktionsbestimmung entsprach. Der Unterschied belauft sich auf 
0,048 °, Glucose. Bei Verfolgen des Dialysats die nichsten zweima! 
24 Stunden hindurch sieht man, daB sich die Rotation erhéht und schon 
am folgenden Tage ihren héchsten Wert erreicht hat. Der Rotations 
wert bleibt dann konstant. Die Reduktion zeigt am ersten und letzten 
Versuchstage denselben Wert. 


Wir finden hier also ein Phinomen, das bei den Muskel-Glucose 
Salzwasserversuchen ohne Insulinzusatz nicht auftrat: namlich ein 
niedrigere Drehungsfihigkeit fiir eins der Dialysate, verbunden mit 
einer spontanen Erhéhung der niedrigeren Drehung bis zu einem Wert 
der der Reduktionsbestimmung entsprach. 
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Das andere Phanomen: mit einer niedrigeren Drehungsfahigkeit, 
- niedrig bleibt, findet sich jedoch auch in diesen Versuchen wieder, 
wie folgendes Beispiel zeigt. 


Tabelle VI. 





Versuchs Rotationswert Reduktionswert 


zeit 
Datum : 16.V 


Min. (abends) 7.V 16. V. 18. V 


15 0,568 0.555 0,409 
30 0,649 0.672 

45 0.486 0,510 

60 0.762 0,735 

75 0,595 0.599 

90 0,538 0,532 
105 0,648 0,652 0,643 0,648 0,690 0.674 
120 0.357 0.355 0.386 0.405 0.414 0.409 


Die ersten sechs Dialysate zeigen tibereinstimmende Werte fiir 
die nach der Polarisations- und der Reduktionsmethode gemessene 
Glucosekonzentration. Die zwei Dialysate, die von nach 154- und 
zweistiindiger Schiittelzeit entnommenen Proben stammen, zeigen 
eine niedrigere Drehungsfahigkeit, als der Reduktionsbestimmung 
entspricht. Der Unterschied betragt 0,052 und 0,057 °, Glucose. Am 
Abend des ersten Versuchstages sind die Drehungswerte unverandert 
Die folgenden 24 Stunden bleibt die Drehungsfahigkeit beim siebenten 
Dialysat konstant, wahrend sich der Rotationswert des achten Dialysats 
erhdht und nach zweimal 24 Stunden den Reduktionswert erreicht. 
Beim siebenten Dialysat trat am letzten Versuchstage. eine kleine 
Luftblase im Polarisationsrohr auf, was wohl auf beginnender Glykolyse 
beruht; man sieht dementsprechend hier auch einen kleinen Abfall 
im Reduktionswert. 

Die zwei Phainomene: niedrigere Drehung, die unveriandert bleibt, 
und niedrigere Drehung mit spontaner Erhéhung an den folgenden 
Tagen, finden sich in den iibrigen acht Versuchen dieser Reihe, aber 
ohne eine GesetzmaBigkeit wieder. Bei einem Versuch kénnen beide 
Phinomene auftreten, bei anderen Versuchen nur das eine Phinomen 
Die Phinomene treten zu verschiedener Zeit, mit verschiedener Hiufig- 
keit und in verschiedener Starke in der Versuchsreihe auf. 

Im beifolgenden Schema B sind alle Zahlen aufgefiihrt, wo ein 
Unterschied von iiber 0,030 °, Glucose im Rotations- und Reduktions- 
wert vorhanden war, ohne da wahrend des Versuchs Veranderungen 
in diesem Verhalten eintraten. Die Zahlen geben die Rotationswerte, 
die Zahlen in Parenthese die entsprechenden Reduktionswerte an. 
Das Schema entspricht also ganz dem bei den Muskel-Glucose-Salz- 
wasserversuchen aufgestellten. 
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Schema B. 
Schema iiber gréBere Unterschiede als 0,030°%, Glucose zwischen de 
Rotations- und Reduktionswert bei Insulin-Muskel-Glucose-Salzwasser 
versuchen, ohne da®B wahrend des Versuches Veraéinderungen in dies 
Verhalten eingetreten sind. 





Versuch Datum | 15 Min. | 30 Min. 45 Min, 60 Min.| 75 Min. 90 Min. | 105 Min. | 120 Min 
14 2.1V. 0,757 
(0,800) 
15 ». IV. 
16 «| 21. IV. 
17 | 26.IV. 0,572 
(0,619) 
18 eS 9% 0,708 
(0,755) 
20 . 
21 10. V. 0,552 
(0,492) 
22 14. V. 
23 16. V. 0,648 
(0,690) 


Im Versuch Nr. 21 sieht man, daB der Rotationswert gréBer als 
der Reduktionswert in der nach 1%, stiindiger Versuchszeit entnommenen 
Probe ist. Das war auch am folgenden Tage der Fall. Es ist das das 
einzige Dialysat dieser Arbeit, das dieses Verhalten zeigte. 

Im niachsten Schema C sind alle Rotationswerte aufgefiihrt, wo 
ein Unterschied von iiber 0,30°, Glucose beim Rotations- und Re. 


Schema C. 
Schema iiber Rotationswerte, wo am ersten Versuchstag ein Unterschied 
iiber 0,030 °% Glucose beim Rotations- und Reduktionswert vorhanden war, 
und wo an den folgenden Tagen eine spontane Drehungsvermehrung tibet 
0,030 °% Glucose bis zum Reduktionswert eintrat. 





Versuch! Datum Versuchs- 15 30 45 60 75 90 105 120 
Nr. | 1927 teg || Min. | Min, Min. Min. Min. Min Min. Mir 


14 ® f 
15 MEN 

7.1V. 
16 = 21. IV. 
i725. IV. 

5. IV. 
18 3. V. 
19 


0.319 
0.38 


501 
0,570 


‘ 


20 
21 
22 0.585 
0,690 


23 
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duktionswert vorhanden war, und wo an den folgenden Tagen eine 
spontane Drehungsvermehrung bis zu Werten nahe der Reduktions- 
bestimmung eingetreten ist. 

Auf dem Schema sind nur die Dialysate aufgefiihrt, wo die 
Reduktion konstant blieb, und wo die Rotationsvermehrung 0,030 °,, 
Glucose tiberstieg, und es sind daher die drei Dialysate nicht aufgefiihrt, 
wo ein Unterschied von iiber 0,30°, Glucose bei der Rotation und 
Reduktion am ersten Versuchstage vorhanden war, und wo eine spontane 
Drehungsvermehrung eintrat, so daB die Rotation und Reduktion am 
letzten Versuchstage nahe aneinander lagen, wo aber die Drehungs- 
vermehrung 0,030°, Glucose nicht iiberstieg. SchlieBlich trat beim 
vierten Dialysat ein so starker Abfall im Reduktionswert ein, daB der 
urspriingliche Unterschied von 0,038 °, Glucose ausgeglichen wurde, 
obwohl der Rotationswert derselbe blieb. 

Diese zehn Versuche zeigen, daB zu verschiedenen Versuchszeiten 
Drehungsdnderungen in der Insulin- Muskel-Glucose-Salzwassermischung 
auftreten kinnen. Unterschiede zwischen dem Rotations- und Reduktions- 
wert, die dreimal gréBer als die gefundene Mittelabweichung sind, wurden 
bei 14 der untersuchten 80 Dialysate nachgewiesen. In 5 der 14 Dialysate 
trat eine spontane Vermehrung des Rotationswertes bis zur Ubereinstimmung 
mit dem Reduktionswert ein. In den iibrigen 9 von 14 Dialysaten 
tinderte sich der Rotationswert nicht oder nur so wenig, dag die Drehungs- 
inderung den Versuchsfehler nicht iiberstieg. Der Rotationswert ist nur 
einmal héher als der Reduktionswert gefunden worden. 


Da die Versuche gezeigt hatten, daB bei einer Versuchszeit von 
11, Stunden die gréBte Chance fiir das Auftreten der Rotations- 
phanomene war, wurde noch ein Versuch mit 1!.stiindiger Schiittelung 
der Insulin-Muskel]-Glucose-Salzwassermischung vorgenommen, wo die 
Mischung auf fiinf kleinere Flaschen mit je 12 Einheiten Insulin Novo - 
10g frischer, zerhackter Taubenmuskulatur — 100 ccm isotonischer 
Glucose-Salzwasserlésung, 2°, in bezug auf Glucose, pg etwa 740 und 
Temperatur 38° verteilt wurde. Der Versuch wird in extenso mit- 
geteilt. 

In Flasche Nr. 1 und 4 trat also niedrigere Drehung auf; der Unter- 
schied zwischen dem Rotations- und Reduktionswert betrug 0,035 
und 0,046°,, Glucose. Das Dialysat der Flasche Nr. 1 zeigte an den 
folgenden Tagen Drehungsvermehrung bis zur Ubereinstimmung mit 
dem Reduktionswert. Das Dialysat von Flasche Nr. 4 zeigte in den 
ersten 24 Stunden keine Rotationsvermehrung. Die Rotationswerte 
der drei anderen Dialysate stimmten mit den entsprechenden Reduktions- 
werten iiberein. Die Harnstoffmenge schien in dieser Verbindung ohne 
Bedeutung. 
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Schema D. 


Versuch mit 1%stiindiger Schiittelung von Insulin-Muskel-Glucose-Sa\z 
wassermischung, verteilt auf fiinf Flaschen. 





Harnsto# 


, Versuchs: Rotationswert Reduktionswert 
Versuch Flasche zeit 


Nr Nr Min 6.Vil 7 VIL 8 VII 6. VII 8. VII 


90 0.570 0.597 0,602 0.605 0,605 
90 0.603 0,599 

90 0,627 | grobe 0,650 grobe 
90 0.719 0.724 : Luftblase’ 0,765 ; Luftblase 
90 0.586 | unklar 0.610 | unklar 


Der Versuch zeigt in zwei von den fiinf Dialysaten Drehungsdnderungen 
In dem einen Dialysat trat spontane Rotationsvermehrung bis zur U ber. 
einstimmung mit dem Reduktionswert ein, im zweiten Dialysat trat kein 
Rotationsvermehrung in den ersten 24 Stunden ein. 


Einige Bemerkungen itiber die Wasserstoffionenkonzentration. 


Bevor wir die Versuchsresultate diskutieren, sollen einige Ver- 
hiltnisse betreffs der Wasserstoffionenkonzentration erértert werden 
Wir haben immer gefunden, dab die Versuchsmischungen sich 
alsbald auf ein pa von 6,00 bis 6,20 einstellten, wenn die Glucose. 
Salzwasserlésung urspriinglich ein pq von etwa 7,40 hatte. Die ersten 
Proben konnten noch ein pq um 6,60 herum haben, aber mit steigender 
Versuchszeit fiel py bis auf Werte von 6,20 bis 6,00 herab (s. oben 
Versuch Nr. 34). Bei Zusatz von Phosphat- oder Borat-Puffermischungen 
(Sérensen) mit einem pg von etwa 7,40 im Verhiltnis 10: 100 ccm 
Versuchsmischung konnte sich die Wasserstoffionenkonzentration auf 
dem urspriinglichen Niveau nicht halten, sondern fiel wie friiher auf 
6,20 bis 6,00. Die Wasserstoffionenkonzentration wurde kolorimetrisch 
nach Sérensen mit Bromthymolblau als Indikator bestimmt. 
Hagedorn (6) findet ahnliche Werte im Dialysat fiir px, namlich 
6,20, aber beim Zusatz einer Phosphat-Puffermischung von fiinffacher 
Starke hilt sich py in einem der Versuche auf 7,10 oben. Holbell findet 
ein px von 6,80 in seinen Dialysaten. Paul (16) findet nach dreistiindiger 
Versuchszeit pa bei 6,50 bis 6,60, wonach es ziemlich konstant bleibt 
Harris, Lasker und Ringer (7) haben Werte zwischen 6,20 und 6,40 
Wir haben in einigen Versuchen mit 20 Einheiten Insulin, 20 ¢ 
Muskeln und 200 ccm Glucose-Salzwasserlésung gepriift, wieviel Kubik- 
zentimeter n/10 NaOH alle 15 Minuten der Versuchsmischung zu- 
gesetzt werden miissen, um pg auf 7,40 oben zu halten. In dem einen 
Versuch wurden im ganzen 32 ccm n/10 NaOH zugesetzt, wahrend in 
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nem zweiten Versuch 71 cem n/10 NaOH erforderlich waren. Alle 
\iertelstunden wurde eine ganz verschiedene Anzahl Kubikzentimeter 
10 NaOH zugesetzt. 
Wir haben in einigen Versuchen das Salzwasser durch die Puffer- 
ischung ersetzt, so daB 20 Einheiten Insulin und 20g Muskeln zu 
200 cem Phosphatmischung (Sérensen py 8,33) oder 200 ccm Borat- 
nischung (px 8,2) zugesetzt wurden. Hierdurch wurde erreicht, dab 
der Versuch bei einer bestimmten Wasserstoffionenkonzentration. 
nimlich 7,20 bis 7,30, vor sich ging. Nach zweistiindiger Versuchszeit 
fanden sich in dem Versuch mit der Phosphatmischung iiberein- 
stimmende Rotations- und Reduktionswerte (6,605 und 0,620), im 
Versuch mit der Boratmischung dagegen eine weit niedrigere Drehung, 
nimlich ein Rotationswert von 0,563°, Glucose, entsprechend einer 
Reduktion von 0,660°, Glucose. 
Wenn man das Dialysat mittels 7 Tropfen n/10 HCl sauer machte, 
so daB py auf 6,70 herunterging, stieg der Polarisationswert sofort auf 


0,672 ° Glucose. 

Diese Rotationsphinomene beruhen jedoch auf dem Umstand, 
daB Borsaure zusammen mit Stoffen, die freies Hydroxylion enthalten, 
Komplexe bilden, die sich wie starke Sauren verhalten. Die niedrige 
Drehung kommt dabei dadurch zustande, da} etwas Zucker in dieser 
Form gebunden ist. Durch Zusatz einer starken Siure wird Zucker 


jedoch wieder frei, und man bekommt die volle Rotation. 
Wie schon oben gesagt, wurden alle iibrigen Versuche in dieser 
Arbeit ohne Zusatz von Puffermischungen ausgefiihrt. 


Diskussion der Versuchsresultate. 

a) Bei Versuchen mit Glucoselésung, der Insulin zugesetzt war, 
konnten wir — in Ubereinstimmung mit anderen Autoren und friiheren 
eigenen Versuchen keinen Unterschied zwischen der Rotations- 
und der Reduktionsfahigkeit beobachten. 

b) Bei Versuchen, wo frisches Muskelgewebe unter Zusatz von 
Insulin in physiologischer Kochsalzlésung ausgelaugt war, fanden wir 
ebenso wie Jwasaki (9), daB kleine Mengen reduzierender Substanz 
vom Muskelgewebe abgegeben werden. Jwasaki findet, dab diese 
Substanz die Ebene der polarisierten Lichtes nicht dreht. Die Unter- 
schiede, die wir zwischen dem Rotations- und dem Reduktionswert 
konstatiert haben, liegen innerhalb des Versuchsfehlers, wie er durch 
entsprechende friihere Untersuchungen an Glucosemischungen be- 
stimmt wurde, und erlauben uns daher nicht, Schliisse daraus zu ziehen 


c) Bei Versuchen, wo frisches Muskelgewebe in einer Glucose- 
SD herd 


losung mit und ohne Insulinzusatz ausgelaugt war, haben wir in 27 
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von 125 untersuchten Dialysaten, die aus 16 Versuchen stammte) 
einen Unterschied zwischen dem Rotations- und dem Reduktionswer: 
gefunden. Dieser Unterschied iiberstieg das Dreidoppelte der friihe 
genannten Mittelabweichung und muB daher als reell angesehen werde: 
Die Rotationsfahigkeit war dabei von einem einzelnen Fall ab 
gesehen — immer niedriger, als der Reduktionsbestimmung entsprac! 
Bei sechs dieser Dialysate, die aus elf Versuchen (85 Dialysaten 
stammten, wo der Versuchsmischung Insulin zugesetzt war, war an 
den folgenden Tagen eine spontane Vermehrung der Drehungsfahigkeit 

iiber das Dreifache des Mittelfehlers — bis zu Werten nahe dem Re- 
duktionswert eingetreten. Bei den iibrigen 21 der untersuchten 
27 Dialysate blieb die Drehungsfahigkeit unverandert. Wir wollen 
besonders hervorheben, daB niemals spontane Erhéhung der Drehungs 
fahigkeit in den Versuchen eintrat, wo kein Insulin zugesetzt war 


Schema E. 


i : + . - - . , 
Schematische Ubersicht iiber simtliche Versuche. 
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Ein charakteristischer Zug bei diesen Rotationsphanomenen ist 
ihr launenhaftes und ganz unberechenbares Auftreten. Selbst bei 
ganz gleichen Versuchsbedingungen kann die niedrigere Drehung zu 
verschiedener Zeit, mit verschiedener Haufigkeit und mit verschiedener 
Starke oder bei einem Versuch iiberhaupt nicht auftreten. Der Unter- 
schied bei den vorliegenden Versuchen und denen von Lundsgaard 
und Holbell beziiglich des Vorkommens der niedrigeren Drehung ist 
also augenfallig. Auch der Verlauf der friiher beschriebenen Muta- 
rotationskurve entspricht, wo eine solche spontane Vermehrung der 
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Rotationsfahigkeit eingetreten ist, auch nicht immer dem von uns 
vefundenen. In den Versuchen Nr. 15, 17, 19 und 22 ist die Rotations- 

rmehrung in einmal 24 Stunden vor sich gegangen, in den Versuchen 
\r. 23 und 36 hat sie sich tiber zweimal 24 Stunden erstreckt. 

Die nachgewiesenen Unterschiede zwischen den Rotations- und 
Reduktionswerten miissen, wie uns diinkt, fiir reell angesehen werden 
ind kénnen nicht auf messungstechnischen Fehlern beruhen. Es 
wurden nur solche Ausschlage beriicksichtigt, die die friiher festgestellite 
Mittelabweichung dreimal iiberstiegen, und einzelne Ausschlage sind 
sehr betrachtlich. Um zu entscheiden, ob sich die Rotationsfahigkeit 
an den folgenden Tagen verinderte oder konstant blieb, wurden, wie 
erwahnt, besondere VorsichtsmaBnahmen bei den Ablesungen getroffen, 
um auszuschlieBen, daB die Erwartung einer bestimmten Zuckerkonzen- 
tration in unberechenbarer Weise das Resultat beeinflussen kénnte. 

Die spezielle biologische Bedeutung, die Lundsgaard und Holbell 
diesen Rotationsphainomenen beigelegt haben, da sie namlich die 
erste Stufe des Zuckerstoffwechsels in vivo reprisentieren sollten, 
glauben wir ihnen auf Grund ihres launenhaften Auftretens nicht 
beilegen zu kénnen. 

Welche chemischen Prozesse den Rotationsphinomen in dem er- 
wahnten System zugrunde liegen, dariiber sind wir auBerstande, etwas 
Sicheres zu sagen. Lundsgaard und Holbell haben, wie friiher erwahnt, 


die von ihnen gefundenen ahnlichen Phinomene als Anderuingen im 
Glucosemolekiil aufgefaBt, die durch Zusammenwirken von Insulin 
und Muskelgewebe hervorgerufen waren, und sie haben weiter gemeint, 
daB diese Anderungen der Wirkung des Insulins auf die Glucose im 
lebenden Organismus entsprachen. Die Erklarung, dab die vorgefundenen 
Veriinderungen wirklich Ausdruck fiir Anderungen der Struktur des 
Glucosemolekiils sind, kann natiirlich nicht ausgeschlossen werden, 


aber es ist doch auch die Méglichkeit vorhanden, daB andere optisch 
aktive Stoffe als das Glucosemolekiil und seine direkten Umbildungs- 
produkte als Ursache fiir die nachgewiesenen Rotationsphinomene 
von Bedeutung sein kénnten. So hat Paul (16) darauf hingewiesen, 
daB solche Unterschiede zwischen den Rotations- und Reduktionswerten 
durch das spurenweise Vorhandensein anderer optisch aktiver Stoffe 
hervorgerufen werden kénnten, die relativ unstabil sein kénnten. Er 
hat zu wiederholten Malen Milchsaure in den Ultrafiltraten von Muskel- 
Glucosemischungen nachgewiesen und meint auch, daf es sich um 
Amino- und Glucuronsaure in den Dialysaten handeln kann. In den 
Dialysaten unserer Versuche, wo Muskulatur zugesetzt war, haben 
wir auch Milchsdure konstatiert, aber die Milchsaure ist doch aller- 
dings nur qualitativ — sowohl in Dialysaten nachgewiesen worden, 
die keine Unterschiede zwischen Rotation und Reduktion aufwiesen, 
Biochemische Zeitschrift Band 201. 26 
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als auch in Dialysaten, wo sich niedrigere Drehungswerte fand: 
mégen diese nun konstant geblieben sein oder in den folgenden 
24 Stunden spontane Erhéhung gezeigt haben. 

Von anderen optisch aktiven Stoffen, die hier von Bedeutung 
sein kénnten, miissen Aminosduren oder Verbindungen zwischen Amin 
siiuren und Zucker genannt werden. Neuberg und Kobel (15) haben 
zuerst gezeigt — urspriinglich fiir d,1-Alanin und Fructose —, dal 
Zuckerarten und Zuckerphosphorsaureester und Aminosauren beim 
Zusammentreffen in Lésung bei Zimmertemperatur und neutraler 
Reaktion momentan Verbindungen mit veranderter Drehungsfahigkeit 
eingehen. AuBerhalb des Neutralisationsgebietes kann Glucose und 
Glykokoll ahnliche Ausschlage geben (Borsook und Wasterneys, v. Euler 
und Josephson). 

SchlieBlich kénnte man an die Entstehung komplexer Verbindungen 
denken, in die ein Teil des Zuckers eingegangen ware. Der oben mit 
geteilte Versuch, wo anstatt Salzwasser eine Boratmischung mit einem 
pu von 8,20 angewendet war und dadurch ein Teil des Zuckers in einer 
komplexen Verbindung gebunden wurde, die bei saurer Reaktion 
wieder auseinander fiel, l48t uns vermuten, da8 ahnliche mehr oder 
weniger labile Verbindungen in den Versuchsmischungen entstehen 
kénnten. Die nachgewiesenen Verhiltnisse bewirken nun, daf man 
zu diesen Versuchen keine Borat-Puffermischungen anwenden kann 


Zusammenfassung. 

1. Bei einer Reihe von Versuchen mit Insulin-Glucose-Salz- 
wassermischungen und Insulin-Muskel-Salzwassermischunger haben wir 
in Dialysaten von wahrend 2 Stunden viertelstiindlich entnommenen 
Proben keine Unterschiede zwischen der Rotations- und Reduktions 
fihigkeit gefunden, die den Versuchsfehler tibersteigen. 

2. Bei einer Reihe von Versuchen mit Zusatz von frischer Muskulat ur 
zu Glucoselésungen finden wir in 27 von 125 untersuchten Dialysaten 
die aus 16 Versuchen stammen, daB die Rotationsfahigkeit niedrigere 
Werte aufweist, als der Reduktionsfahigkeit entspricht. Im 16 dieser 
Dialysate, die aus 11 Versuchen mit 85 untersuchten Dialysaten stammen 
war Insulin der Versuchsmischung zugesetzt. In sechs dieser 16 Dialysate 
schwand dieser Unterschied spiter spontan, indem die Rotations 
fihigkeit bis zu Werten nahe der Reduktionszahl anstieg. Dieses 
Phinomen konnten wir nur konstatieren, wo der Versuchsmischung 
Insulin zugesetzt war. 

3. Die Versuchsmischung, der Muskulatur zugesetzt ist, stellt 
sich sehr schnell auf ein pa von 6,00 bis 6,20 ein, wenn die Glucose- 
Salzwasserlésung urspriinglich ein py von etwa 7,40 hatte. 
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4. Borat-Puffer kann zu diesen Versuchen nicht angewendet 
erden, da die Borsiure mit der Glucose Komplexe bildet. Dadurch, 
lab ein Teil der Glucose in dieser Form gebunden ist, kommt ein 
niedrigerer Rotations- als Reduktionswert zustande. Die volle Rotation 


erhalt man jedoch sofort durch Zusatz einer starken Saéure, wodurch 


Glucose frei wird. 

5. Die gefundenen Rotationsphanomene reprisentieren offenbar 
nicht die erste Stufe des Zuckerstoffwechsels in vivo, da ihr Auftreten 
so launenhaft ist. Man kann daran denken, daB andere optisch aktive 
Stoffe als das Glucosemolekiil die Ursache der Rotationsveranderungen 
waren, so die Milchséiure, Aminosaiuren oder Verbindungen zwischen 
\minosiuren und Glucose. Schlieblich wird auf die Méglichkeit des 
Entstehens komplexer Verbindungen, in die ein Teil der Glucose eingeht, 
als Ursache der Rotationsverinderungen hingewiesen. 


Anhang. 


1. Versuche mit Zusatz von Insulin + Synthalin zur Muskel-Glucose-Salz- 
wassermischung. 


Da Widmark auf dem KongreB fiir Innere Medizin, Kopenhagen 1927, 
erwahnt hatte, daB Zusatz von Synthalin die durch Insulinzusatz hervor- 
gerufene Gewebsoxydation vergréBerte, nahmen wir einen Versuch mit 
Synthalinzusatz vor. 

Der gewohnlichen Muskel-Glucose-Salzwassermischung wurden 100 Ein- 
heiten Insulin Novo, 50 Einheiten Insulin Leo und 200mg Synthalin 
zugesetzt. Der Versuch ergab nichts Neues. In einem einzelnen Dialysat 
wurde eine etwas niedrigere Drehung festgestellt, die iibrigen Dialysate 
wiesen tibereinstimmende Rotations- und Reduktionswerté auf. 

‘ 
2. Versuche mit Zusatz von HefepreBsaft zur Insulin-Muskel-Glucose-Salz- 


wassermischung. 


Glaser und Halbern (5) haben entdeckt, daB ein zellenfreier Hefe- 
preBsaft eine stark aktivierende Wirkung auf Insulin ausiibe. Wir nahmen 
deshalb einige Versuche mit Zusatz von HefepreBsaft zur Insulin-Glucose- 
Salzwassermischung vor. 

18 Stunden vor dem Versuch wurden 5ccm HefepreBsaft 50 Einheiten 
Insulin Leo beigemischt und in einen Eisschrank gestellt. Unmittelbar 
vor dem Versuch wurden des weiteren 5ccm HefepreBsaft mit 50 Ein- 
heiten Insulin Leo beigemischt. Der gewéhnlichen Muskel-Glucose-Salz- 
wassermischung wurden die 10 cem HefepreBsaft und 100 Einheiten Insulin 
auf einmal zugesetzt. 

In den Dialysaten stellten wir die iiblichen Rotationsphinomene fest, 
sowohl von niedrigerer Drehung, die sich in den darauffolgenden Tagen 
konstant hielt, als auch von niedrigerer Drehung, die mit spontaner 
Steigerung der Drehung verbunden war; einzelne Drehungsveranderungen 
waren jedoch sehr bedeutend, und trat ihr gréBter Ausschlag im Dialysat 
konstant bei einer 1/,stiindigen Versuchszeit auf, sowie mit einem kleineren 
Ausschlag in den Dialysaten, die sich um diese Versuchszeit gruppierten. 


26 * 
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Neue Versuche mit einem frisch hergestellten HefepreBsaft ergab 
jedoch nur sehr geringfiigige Rotationsveranderungen, und als ein dritt 
HefepreBsaft ebenfalls die urspriinglich beobachteten bedeutenden A 
schlage nicht ergab, stellten wir diese Untersuchungen ein. 
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Die EiweiGausbreitung als Methode 
zur Bestimmung von Serumalbumin und Serumglobulin. 


Von 
E. Gorter und F. Grendel. 
(Aus der Medizinischen Kinderklinik der Universitat in Leiden.) 
(Eingegangen am 10. August 1928.) 


Mit 20 Abbildungen im Text. 


In einer friiheren Mitteilung' wurde schon beschrieben, wie es 
moglich ist, aus der Ausbreitung von einem unbekannten Quantum Fett 
die Quantitat desselben zu ermitteln, wenn die Ausbreitungszahl, 
d. h. die Anzahl Quadratmeter, die von 1 mg des Fettes unter denselben 
Bedingungen eingenommen werden, bekannt ist. Eine durchaus analoge 
Arbeitsweise eignet sich ganz vortrefflich zur Bestimmung von geringen 
EiweiBmengen. Es gelingt, das EiweiB unter geeigneten Voraussetzungen 
quantitativ auf einer Oberfliche zu fixieren, wie es z. B. schon auf 
ganz andere Weise von du Noiiy? gezeigt wurde. Zur Ausbreitung 
eines Eiweibkérpers ist es unbedingt erforderlich, die Lésung, 
z. B. 0,005 cem, aus einer kapillaren Pipette horizontal auf die Flissig- 
keitsoberflache zu bringen, so daB sich niemals ein Trépfchen an der 
Pipette bilden kann; tibrigens sind dieselben Vorsorgen notwendig 
bei niedrigeren Fettsiuren und Fetten, wie auch bei Seifen, also bei 
Stoffen, die sich leicht lésen. 

Man bemerkt nun, daB nicht nur abhingig von der Art des 
EiweiBes, sondern auch von dessen Menge, von der Reaktion der Fliissig- 
keit, auf der die Ausbreitung gemessen wird, sowie von der Tempe- 
ratur usw. die eingenommene Oberfliche anfanglich bis zu einem 
Maximum zunimmt. Es dauert also einige Zeit, bevor die Ausbreitung 
einen konstanten Wert erreicht. Dieser Endwert, der fiir langere Zeit 
konstant bleibt, wird um so eher erreicht, je saurer oder alkalischer 
die Flissigkeit ist, mit der man arbeitet. 

So ist dieser Endwert bei Verwendung von n/10 Saure oder n/10 
Alkali (Soda) bereits nach 1 Minute erreicht, wahrend er sich unter 
anderen Bedingungen bis zu einer halben Stunde verzégern kann. 


1 Gorter und Grendel, diese Zeitschr. 192, 431, 1928. 

2 du Noiiy, Journ. exper. Med. 85, 575, 707; 36, 115, 547, 1922; 37, 
659; 88, 87, 1923; 39, 29, 717; 40, 129, 133, 1924; Journ. of biol. Chem. 
64, 595, 1925. 
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Abb. 1 zeigt eine solche Zeitkurve, wie man sie bei Oxyhamoglobi: 
findet, wenn man diesen Stoff auf Pufferlésungen von verschiedene: 


pu ausbreitet. Die Oberfliche pro Molekiil ist nach einem Molekular 
gewicht von 16000 berechnet. 
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Abb. 1. Hiamoglobin auf Puffer. 


Vorstehendes bezieht sich auf den EinfluB der Zeit, welcher auch 
wahrzunehmen ist, wenn man z. B. mit Seifen oder Olemulsionen 
arbeitet, also in Fallen, in denen man von Wasser auf Wasser ausbreitet 


Betrachten wir die Druckoberflachenkurven der verschiedenen 


EiweiBkérper und beachten wir nicht die GréBen der Oberflache, die 
pro Molekiil unter verschiedenen Bedingungen gefunden werden 
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Abb. 3. Himoglobin auf n/10 HCL. 
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Abb. 2. Himoglobin auf dest. Wasser. 
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ondern nur ihren Verlauf, dann fallt sofort auf, daB die verschiedenen 
Mormen, die wir bei Fettséuren sahen, auch hier gefugden werden 
dy mS 
a er i ees 7k. 
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Abb. 4. Casein auf dest. Wasser Abb. 5. Casein auf n/10 HCL. 
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Abb. 6. Plasmaciweif auf dest. Wasser. Abb. 7. Plasmaciweif auf n/10 HCL. 





Neben schén verlaufenden Geraden [Hamoglobin (Abb. 2 und 3), 
Casein (Abb. 4 und 5), PlasmaeiweiB (Abb.6 und 7)], die sich bei 
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Erhéhung der Temperatur nach rechts verschieben und also ei: 
groBere Oberfliche pro Molekiil zeigen, finden wir auch stark 
krimmte Kurven (Pepton, Gelatine), die sich bei Erhéhung « 
Temperatur nach links verschieben, also einen kleineren Wert fii 
die Ausbreitung angeben und dabei irreversibel sind. Man nimmt 
wahr, da’ die Kompressibilitat der Hautchen im ersten Falk 
also bei den sich gut ausbreitenden EiweiBkérpern, 15 bis 20 Dynes 
betragt und somit derjenigen der héheren Fettsiuren und Fette in 
dem ,,expanded*-Zustande entspricht. Als gut sich ausbreitende Stoff 
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Abb. 8. Gliadin. Temperatur 15°. Abb. 9. Pepton. Witte. Temperatur 15 


zeigten sich Hamoglobin, Casein, Muskeleiwei8 und die Serumeiweil 
kérper; weniger gut breitet Gliadin (Abb. 8) sich aus, wahrend 
Pepton (Abb. 9) und Gelatine (Abb. 10) sich ungeniigend ausbreiten 
und deshalb Druckoberflichenkurven geben, die an solche von Caprin 
siure und Tributyrin erinnern. Fibrinogen ist das einzige Eiweil 
das bislang noch nicht zur Ausbreitung zu bringen war. 


Welchem Umstand es zugeschrieben werden muB, dab Eiweil 
kérper sich ausbreiten, versteht sich leicht. Das EiweiSmolekiil hat 
namlich zwei in Hinsicht auf Wasser stark-polare Gruppen, die Amino 
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nd die Carboxylgruppe. Bei ihrer Bindung zu CO-NH-Gruppen 
ehalten sie ihren elektropolaren Charakter, un@ vorwiegend auf diese 
Polaritat ist es zuriickzufiihren, daB die Ausbreitung des Eiweibes 

h vollzieht; daneben wird natiirlich auch die Anwesenheit von freien 
QOH- und NH,-Gruppen Einflu8 ausiiben kénnen 


Abb. 10. Gelatine Temperatur 15 


Das verschiedene Verhalten betreffs der Ausbreitung wird dann 
wie bei den Fettsaéuren und Fetten durch Lange und Anzahl der gegen- 


seitig gebundenen Aminosauren bedingt sein. Demnach wird ein Eiweib- 
kérper, aus verhaltnismaBig sehr kurzen Aminosaduren aufgebaut, wie 
z. B. Gelatine mit ihrem hohen Gehalt an Glykokoll, mit einer Kette 
von nur zwei C-Atomen, sich schlecht ausbreiten und sich wie Tributyrin 
verhalten; ebenso wird sich ein abgebautes Protein, wie z. B. Pepton 


verhalten, hier infolge seiner geringen Anzahl Aminosiuren. 


In viel héherem MaBe als die Fettausbreitung ist die Eiwei’- 
ausbreitung, was ihre GréBe anbelangt, abhangig von Sauregrad oder 
Alkalitat der Fliissigkeit, auf der gemessen wird. 

Wir brauchen uns hieriiber aber nicht zu wundern, wenn wir bekannt 
sind mit dem Verhalten der Fettsiuren unter den verschiedensten 
Bedingungen, z. B. Temperaturwechsel und Reaktionsinderung. Wir 
haben schon friiher darauf hingewiesen, wie z. B. bei Palmitinsaure, 
bei Erhéhung der Temperatur und gar um so schneller je héher der 
Sauregrad der Fliissigkeit ist, auf der die Ausbreitung stattfindet, 
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die Oberflache pro Molekiil sich vergréBert durch das Eintreten des 
sogenannten ,,expanded*‘-Zustandes. 

Diese VergréBerung wird durch die Annahme erklart, daB das 
Molekiil jetzt nicht mehr annahernd vertikal auf der Fliissigkeits 
oberfliche gerichtet steht, wie in dem ,,condensed‘‘-Zustande, sonder; 
einen schrageren Stand eingenommen hat, welcher Vorgang méglicher. 
weise von einer inneren Strukturanderung begleitet ist. Neben diesen 
zwei Zustinden, zwischen welchen Ubergangsformen wahrzunehme: 
sind, in dem Sinne, daB wir oft bei einer bestimmten Temperatu: 
Reaktion und bei bestimmtem Drucke die Druckoberflachenkurve) 
des ,,expanded*‘*-Zustandes in den des ,,condensed* tibergehen sehen 
bekommt man noch ein ganz anderes Bild, wenn man die Ausbreitung 
auf n/10 Alkali untersucht. Man erhalt dann Werte, die viel griber 
sind als die, welche gefunden werden bei dem ,,condensed**- und ,.ex 
panded‘‘-Zustande. Abb. 11 bis 13 geben die Druckoberflichenkurven 
von Palmitinsiure, gemessen bei Ausbreitung auf destilliertem Wasser 
n/l0 HCl und n/10 Na,CO,, bei verschiedener Temperatur. 
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Abb. 11. Palmitinsaure (C,;H3;, COOH) Abb. 12. Palmitinsdure auf n/10 HCl. 
auf dest. Wasser 
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Man ersieht, wie groB die Unterschiede sind, die fiir die Grob 
der Oberfliche pro Molekiil gefunden werden kénnen. 
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Wie die Ausbreitung, welche wir in Abb. 11 sehen, erklirt werden 
iB. versteht sich von selbst. Eine einfache Berechnung lehrt uns, 
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Abb. 13. Palmitinséure auf n/10 Na, COs. 


daB bei einem Molekulargewicht von 256 und einem spezifischen Gewicht 
von etwa 0,9, das Volumen eines Molekiils sein wird: 


256 - 
g - 
V = = 47.10-% ccm. 
6. 1023 ' 


Dieses Volumen, dividiert durch die Oberflache des Molekiils bei 
vertikalem Stande (15 .10~"* qcem), gibt eine Lange, welche ungefahr 
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30 A betriigt. Eine Oberfliiche, wie sie gefunden wird bei Ausbreitung 
auf n/10 Na,CO,, laBt sich schwer anders erklaren als durch Annahn« 
einer mehr horizontalen Lage des Molekiils; denn die Lange, multipliziert 
mit der Wurzel aus der Oberflache bei vertikalem Stande, fiihrt ja 


einer derartigen GrdéBe. 
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Abb. 14. Stearinsaure auf n/10 Na, CO, 


Diese Erklarung wird bestatigt durch die Ergebnisse, welch 
die Ausbreitung von Stearinsiure (C,,H,,;COOH) (Abb. 14) und 0! 
siure (C,,H,,COOH) (Abb. 15) unter ganz denselben Umstanden 


zeigen. 
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DaB bei Stearinsiure nun ein noch gréBerer Wert fiir die Ober- 
fliche pro Molekiil gefunden wird, stimmt ganz tiberein mit der Tat- 
sache, daB dieser Stoff eine langere Fettsiurekette besitzt als Palmitin- 
siure. Dieselbe Berechnung wie oben fiihrt hier zum theoretischen 
Werte von etwa 140 A? fiir die horizontale Lage des Molekiils. Bei OI- 
siure, von welcher die Abmessungen etwa 6, 7, 13 A sind, erhélt man 











Abb. 15. Olsdéure auf n/10 Na,C Os. 


so den theoretischen Wert von 80 bis 90 A?, der auch wieder mit dem 
Resultat des Experimentes in Ubereinstimmung ist. Andert man die 
Art der polaren Gruppe, breitet man z. B. nicht Palmitinsaure aus, 
sondern Hexadecylamin (C,,H,,CH,N Hg, mit einem Schmelzpunkt von 
46° bei reiner Substanz), einen Stoff von ausgesprochen basischem 
Charakter mit derselben Anzahl CH,-Gruppen wie Palmitinsaure, 
dann sehen wir gerade das Gegenteil (Abb. 16). Auf Wasser und auf 
Alkali verhalt sich dieser Stoff bei Ausbreitung wie Palmitinsiure 
auf Wasser und auf Saure; dann tritt, abhangig von der Temperatur, 
entweder der ,,condensed**- oder der ,,expanded*-Zustand auf; auf 
n 10 Salzsiure kommt jetzt wieder als dritter im Bunde die horizontale 
Lage zum Vorschein (Abb. 16). Bei Temperaturerhéhung nimmt hier 
aber der Ausbreitungswert bald an GréBe ab, weil Lésung eintritt 


Die Messungen sind nicht mehr ganz reversibel und viel weniger konstant, 
was auch der mehr gekriimmte Verlauf der Kurven anzeigt. 
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Es bedarf keiner weiteren Betonung, daB diese Beispiele von gréiiter 
Bedeutung sind fiir die EiweiBausbreitung. Es ist jedoch zu erwarten 
daB Eiweib, als Ampholyt, d.h. ein Stoff, welcher sowohl als Siure 
wie auch als Base auftreten kann, was die GréBe der Ausbreitung 
anbelangt, wohl sehr empfindlich sein wird fiir Differenz in Sauregrad . 
oder Alkalitat. 


Dynes 





126 


13,2 


&8 


4Y 

















~—— 





F*\\ 
32,5 42,5 \ 535 62,5 73,5 62,5 





Abb. 16. Hexadecylamin auf n/10 HCl. 


Abb. 17 und 18 stellen diesen EinfluB bei Ausbreitung von Hamo 
globin und Plasmaeiweif auf destilliertem Wasser und auf verschiedene 
Salzsiurekonzentrationen dar. Diese letzten sind ihrem py gemiii 
in den Abbildungen eingetragen. 


Das verwandte Hamoglobin war mittels der Methode von Heidelberg 
dargestellt und fiinfmal umkristallisiert. Darnach wurde das Ejiweil 


der zum Lésen benétigten Menge Sodalésung gelést. Der Oxyhamoglobin- 
gehalt der so erhaltenen Fliissigkeit betrug 12,5%, die alkalische End grad 
konzentration 0,05n. Die Lésung wurde fiir die Ausbreitung zehnfach mit Einfl 
Wasser verdiinnt, worauf die Messung mit 0,005ccem stattfand. Fiir clie schie 
Berechnung der Oberflache pro Molekiil wurde ein Molekulargewicht von Gher 
16000 angenommen, fiir die der Dicke ein spezifisches Gewicht von 1,275 é 
Man kann am besten die Dicke der monomolekularen Schichten berechne: q 
weil leicht ersichtlich ist, daB diese Dicke im Gegensatz zu der Oberflich: Eiwe: 
* eine 
1 Heidelberger, Journ. of biol. Chem. 58, 31, 1922. diinne 
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Molekiil unabhangig von dem gewahlten Molekulargewicht ist; die 
licke steht natiirlich woh! mit dem spezifischen Gewicht im Zusammenhang, 
ch wird diese GréBe fiir die Eiwei8kérper nur wenig verschieden an 
veben. 

Fiir PlasmaeiweiB wurde einfach Blutplasma benutzt, welches durch 
ntrifugieren aus fettfrei aufgefangenem Blute hergestellt wurde. Der 
weiBgehalt wurde aus dem N-Gehalt berechnet mit einem Stickstoff- 
ktor 6,6. Die angegebenen Werte fiir die Oberflache pro Molekiil und 
r die Dicke sind nach einem Molekulargewicht von 34000 und einem 

.pezifischen Gewicht von 1,275 berechnet. Fiir die Ausbreitung wurde 
is Plasma zehnfach mit Wasser verdiinnt, worauf die Messung wieder 
it 0,005 cem stattfand. 


t 


“0 ie) a ee é 


Abb. 17. Hamoglobin auf Salzsaure. Abb. 18. Plasmaciweif auf Salzsaure. 


Aus den beiden Abbildungen ersieht man in der Tat, wie der Saure- 
grad der Lisung, worauf man die Messungen vornimmt, einen starken 
EinfluB auf das Resultat ausiibt, und auBerdem, wie scharf die ver- 
schiedenen GréBen fiir die sich ausbreitende Oberfliche ineinander 
libergehen. 


Auf n/10 HCl, und dasselbe gilt auch fiir n/10 Alkali, geben beide 
EiweiBe ein Hautchen, das, einigermaBen abhingig von der Temperatur, 
eine Dicke hat von nur durchschnittlich 7 bis 9 A, also ein dufert 
diinnes Hautchen ist. Nahezu sofort wird diese Ausbreitung erreicht; 
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die Zeit hat hier also keinen meBbaren EinfluB. Die GréBe der unt 
diesen Bedingungen gefundenen Oberflache ist fiir beide EiweiBbe ei 
konstante, so da man in dieser Ausbreitung eine sehr einfache Methoc: 
zur Bestimmung kleiner Mengen Eiwei®B besitzt. AuBerdem ist dies 
Ausbreitung recht wenig beeinfluBbar; die neben dem EiweiB in de 
Lésung befindlichen Stoffe, soweit es sich nicht um Fett oder Seif 
handelt, sind nicht imstande die Ausbreitung zu beeinflussen. 


Das gleiche gilt auch fiir alle anderen sich gut ausbreitenden Eiweii; 
kérper. In folgender Tabelle ist fiir einige von diesen die Ausbreitungs 
zahl angegeben, d.h. die Anzahl Quadratmeter, die von 1 mg des 
Stoffes bei der Ausbreitung eingenommen werden, und wie sie bei 
Zimmertemperatur auf n/l0 HCl gefunden wird. 


Tabe lle 





Eiweifs Ausbreitungszahl EiweiB Ausbreitungsza! 
Caséin . ee Maa 1 Serum-Globulin . . 0,61 
Hamoglobin .... 1,1 MuskeleiweiB .. . 1,1 
Serum-Albumin. . . 0.9 


Man ersieht aus diesen Werten fiir die Ausbreitungszahl, wievic! 
die Ausbreitung eines Eiweibes maximal betragen kann. Sie ist also 
gleicher GréBenordnung wie die der Fettsauren und Fette in dem 
,,expanded**-Zustande. Daher ist auch diese Methode besonders ge 
eignet zur Bestimmung geringer Mengen Eiweilb. 

Wahrend also bei der Maximalausbreitung eine Dicke von 7 bis 9 A 
gefunden wird, ist aus den Abb. 17 und 18 leicht zu ersehen, daB man 
auch eine zweite Dicke erreichen kann, und zwar bei der Ausbreitung 
auf destilliertem Wasser von pq 5 bis 6. Auch auf Puffergemischen 
von pu 6 bis 8, wird eine solche Dicke von etwa 12 A gefunden. Dies 
Ausbreitung, welche also eine kleinere Oberfliche pro Molekiil gibt 
nimlich 1 bis ?/, der maximalen, wird nicht sofort erreicht, sondern 
es dauert einige Zeit (10 bis 30 Minuten), bis die Ausbreitung ihren 
Endwert erreicht. 

Auch diese Dicke weist fiir die verschiedenen Eiweibkérper nw 
geringe Schwankungen auf; dieses im Gegensatz zu der Ausbreitung 
auf n/1000 HCl oder auf n/1000 Alkali, bei der die Dicke des Hautchens 
bei den verschiedenen EiweiBkérpern starke Differenzen zeigt; bei 
allen ist die Dicke hier aber eine erhebliche, und resultieren somit fiir 
die Ausbreitung verhaltnismaBig kleine Werte pro Molekiil. 





So findet man z. B. bei Casein ein Hautchen von 30 bis 40 A, bei 
Hamoglobin eines von ungefaihr 280A und bei PlasmaeiweiB von 
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i900 A. Zur Vollistandigkeit sei aber erwahnt, dab diese Beobachtungen 
nur fiir ungepufferte Lésungen gelten. 

Breitet man auf Puffergemischen von einem py 6 bis 8 aus, dann 
wird, wie schon gesagt, ungefahr die gleiche GriBe gefunden als auf 
destilliertem Wasser. Erniedrigt oder erhéht man von diesen Puffer- 
gemischen das py durch Laugen- bzw. Saurezusatz, dann wird im 
Gegenteil die Ausbreitung nicht kleiner, sondern nimmt allmihlich zu, 
im bei einem Puffergemisch von ungefahr pu 3 bzw. pu 14 schon eine 
GréBe zu erreichen, welche sonst erst bei Ausbreitung auf n/10 HCl 


Dicke 








2 ¥ é 


Abb. 19. Casein auf Salzsiure. 


oder n/10 Alkali gefunden wird. Im gleichen Verhiltnis wird auch die 
Zeitdauer, welche man zur Erreichung der Ausbreitung auf diesen 
Puffergemischen braucht, allmahlich kleiner, je nachdem die Puffer- 
gemische einen mehr sauren bzw. mehr alkalischen Charakter bekommen. 
So wird z. B. die Maximalausbreitung auf einem Puffergemisch von 
einem py 3 schon nach wenigen Minuten erreicht. 

Die Abb. 16 bis 20 stellen den Zusammenhang dar, einerseits 


von der GréBe der Ausbreitung, die man entweder als GriBe pro 


Molekiil oder als Dicke des Hiautchens angeben kann, andererseits 
vom px. In einer Hinsicht andert sich die Kurve bedeutend, wenn 
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man namlich mit sehr reinen EiweiBkérpern arbeitet und die Ausbreitu 
auf destilliertem Wasser vornimmt, oder auf Wasser, bei dem 
Reaktion durch Hinzufiigung von einer Spur Saure oder Alkali etw 
geiindert ist. Man beobachtet dann einen dritten Gipfel, der sich b 
isoelektrischen Punkte des EiweiBes befindet 
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Abb. 20. Casein auf py 2 bis 13. Temperatur 15 


Abb. 19 und 20 zeigen deutlich solch ein typisches Kurvenbil: 
wie es bei Verwendung von reinem Casein! gefunden wurde; der dritt: 
Gipfel liegt hier bei einem py von 4,56. Auch bei reinem Hamoglobi: 
kommt ein derartiges drittes Maximum zum Vorschein, in diese: 
Falle bei einem px von 6,8. Dieses Ergebnis wird niemals auf Puffer 
gemischen gefunden, auch nicht, wenn diese Lésungen nur eine gering' 
Salzkonzentration haben. 

Zur Erklarung obiger Ergebnisse folgendes: 

Die Maximalausbreitung des EiweiBes diirfte analog der Amin 
sdureausbreitung zu betrachten sein. Demnach wurden die vorwiegend 


1 Dieses Praparat wurde uns giitigst von Herrn Prof. Dr. H. R. Ky 
zur Verfiigung gestellt. Kaufliche Caseine, z. B. das von Hammarsten, sv 


ungeniigend gereinigt. 
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ptidartig gebundenen Aminosiuren, aus welchen das Eiweils aufgebaut 
sich aneinander reihen und hier eine annahernd horizontale Lage 
inehmen 
In dieser Annahme ist nicht allein der fiir die Dicke gefundene 
Wert erklart, sondern auch ersichtlich, warum diese Dicke bei den 
erschiedenen Eiweibkérpern ungefahr gleich gro8 ist Gleichzeitig 
dann auch klar. daB ein Eiweib, wie Serumalbumin eine gréBere 
Vaximalausbreitung gibt als das aus durchschnittlich kiirzeren Amino- 
iren aufgebaute Globulin. Die Lage des EiweiBmolekiils ist folglich 


mit derjenigen von Hexadecylamin auf Saure oder von Palmitinsaure 
if Alkali vergleichbar. DaB eine gleich grobe Ausbreitung beim 
soelektrischen Punkte auftritt, diirfte durch die anwesenden freien 
COOH- und NH,-Gruppen bedingt sein. Die starke Polaritat dieser 
Gruppen legt die Aminosauren horizontal, weil ihre mittlere Lange 


eine kurze ist. 

Auch die zweite Ausbreitung, die einer Dicke von 10 bis 12 A 
entspricht, ist eine Aminosdiureausbreitung. Man darf hier aber an- 
nehmen, daf die Aminosauren nicht mehr annahernd horizontal, sondern 
mehr vertikal gerichtet sind. In diesem Falle stellt die Dicke den mitt- 
leren Wert fiir die Lange simtlicher Aminoséuren dar. Diese Erklarung 
wird durch folgende Uberlegung bestatigt. Berechnet man aus unseren 
\usbreitungswerten die mittlere Ausbreitung pro Aminosaure, dann 
ergibt sich ein Wert von etwa 16 A bei 20°; solch ein Wert laBt sich 
wich fiir diese GréBe erwarten. 

Was die dritte Ausbreitung, die auf n/1000 HCl oder n/1000 Alkali 
gefunden wird, anbelangt, laBt sich diese unseres Erachtens viel 
schwieriger erklaren. Man kénnte an die Méglichkeit denken, daB 
bei dieser Ausbreitung Lésung stattfindet, wodurch ein Teil des Eiweibes 
fiir die Messung verloren geht. Dieses ist aber nicht der Fall, denn 
man braucht nur z. B. die n/l000 HCl, auf der das EiweiB zur Aus- 
breitung gebracht ist, bis py 1 anzusiuern, so tritt augenblicklich 
die Maximalausbreitung auf. 

Man kann annehmen, da man bei dieser Ausbreitung nicht 
mit einer monomolekularen Schicht, sondern mit einer Schicht 
EiweiBteilchen kolloidaler Natur zu tun hat. Ein derartiges Teilchen 
hat einen mehr oder weniger polaren Charakter. Sind seine polaren 
Gruppen gleichmaBig iiber die Oberflache verteilt, dann kann von 
Ausbreitung keine Rede sein; denn es list sich. Ist obige Voraussetzung 
richtig, dann diirfte man also annehmen, da die polaren Gruppen 
mehr einseitig iiber das Teilchen gelagert sind. Noch eine zweite Er- 
klarung ist méglich. 

Es ist in unserem Laboratorium im letzten Jahre gelungen, auch 
Seifen, z. B. Natriumoleat, aus wasserigen Lésungen auszubreiten 
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Es zeigte sich, daB solche Seifenlésungen nicht nur quantitati 
sich ausbreiteten, sondern auch zwischen 40 bis 95 A? variierende Ober 
flachenwerte pro Molekiil ergaben. Die Druckoberflachenkurvs 
waren hierbei durchaus den Kurven gleich, welche man bei Ausbreitung 
aus Petrolither von der iibereinstimmenden Saure findet (Abb. 15 
Nun fragt es sich, kann man die kleine EiweiBausbreitung in gleicher 
Weise erkliren, wie die obige? Dann wiirde das ganze Eiweifmoleki 
vertikal zur Oberflache gerichtet sein; die Frage nach der Lage der 
Aminosauren mu hierbei allerdings offen bleiben. 

Diese Hypothese wiirde ohne weiteres die erhebliche Dicken 
differenz des Hiutchens erklaren, wie sie bei den verschiedenen Eiweil- 
kérpern in der kleinen Eiweibausbreitung auftritt: die Lange der 
Molekiile ist nimlich verschieden. Das Abnehmen der Ausbreitung 
zu beiden Seiten des isoelektrischen Punktes findet auch leicht seine 
Erklarung im Verschwinden der freien COOH- und NH,-Gruppen 
infolge der auftretenden Salzbildung, das ganze Molekiil wendet sich 
vertikalwarts. Auf starken Sauren oder Basen mu die Ausbreitung 
dann wieder zunehmen, und dieses ist in der Tat der Fall. 


Es mu8 nun naher erklirt werden, erstens, warum es mdglich ist 
mit der Ausbreitungsmethode die Serumeiwei8kérper Albumin und 
Globulin quantitativ zu bestimmen, zweitens wie die eigentliche Aus- 


fiihrung der Methode ist. 

Wir glaubten anfangs, aus der Totalausbreitung des Serums mit 
einem Umrechnungsfaktor seinen Gehalt an EiweiBkérpern berechnen 
zu kénnen; es stellte sich aber heraus, daB diese Methode fiir genaue 
EiweiBbestimmungen nicht geniigte, da das Mischungsverhaltnis von 
Albumin und Globulin schwankt, und wie schon bekannt ist, andert sich 
dieses Verhaltnis bei manchen pathologischen Vorgangen sogar erheblich 
Ein konstanter Umrechnungsfaktor ist also nicht zu erhalten. Albumin 
wie Globulin geben nun unter den verschiedensten Verhaltnissen eine 
konstante Ausbreitungszahl, wahrend die Ausbreitungszahl des Serums 
aus den eben erwahnten Griinden eine variable ist. Infolgedessen 
muB man, um alle EiweiBwerte zu bekommen, neben der Ausbreitungs. 
zahl fiir Serum noch diejenige von Albumin oder Globulin messen 
aus zwei Faktoren la8t sich der dritte dann leicht berechnen. 

Die Ausbreitungszahl] von Serumalbumin und Serumglobulin wurden 
folgendermaBen bestimmt: 

Von mehreren Tieren wurden jeweils 4. 1 cem Serum auf verschiedene 
Weise untersucht. Zuerst wurde nach der Kjeldahimethode die Anzal 
Milligramme Stickstoff bestimmt, die pro Kubikzentimeter anwesen 
war, zweitens wurde mit dem Refraktometer von Pulfrich aus der Brechung 
des Serums sein EiweiSgehalt berechnet. Die Bestimmungen wurden nac! 
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weisungen von Reiss! bei einer Temperatur von 20° ausgefiihrt. Drittens 
inde der GesamteiweiBgehalt gewichtsanalytisch bestimmt. Hierzu 
irde das EjiweiB unter Hinzufiigung von 5ccm n 25 Essigséure und 
6g Natriumsulfat aus dem Serum durch Hitzefaéllung gewonnen;: der 
ch unreine Niederschlag wurde auf einem vorher gewogenen Filter ge 
ummelt, ungewaschen in einem Trockenschrank bei 110° (eingehend) 
trocknet, erst dann mit Alkohol und Ather gewaschen und von neuem 
trocknet. SchlieBlich wurde durch Veraschung der Salzgehalt in Abzug 
bracht. Am Ende der Veraschung wurden einige Tropfen Schwefelsaéure 
hinzugefiigt, um das Entstehen von Sulfiden zu verhindern. 

Endlich wurde eine genau abgemessene Menge des Serums mit 
lestilliertem Wasser auf das Zehnfache verdiinnt. Von dieser Lésung 
wurden 0,005ccem auf n/10 HCl bei Zimmertemperatur (15 bis 20°) aus- 
vebreitet. Dieser Temperaturunterschied hat keinen EinfluB auf das 
Resultat der Messung. Hiergegen ist einzuwenden, daB die immer im 
Serum vorhandenen Fettstoffe das Ergebnis vergréBern kénnten. Dieses 
ist aber unwahrscheinlich; auBerdem ware ein hierdurch entstandenet 
Fehler aus folgenden Griinden zu vernachlassigen: aus den friiher vor- 
genommenen Fettbestimmungen in Sera? wissen wir, daB die Ausbreitung 
auf Petrolather einen Wert von etwa 4 bis 6 qm hat. Die EiweiBausbreitung 
ergibt einen Wert von ungefahr 60 qm, also das Zwanzig- bis Zehnfache 
les Fettwertes. Hinzu kommt, da8 hier statt des Petrolithers Lésungen 
von wasserigen Emulsionen verwendet wurden, bei welchen die Fett- 
ausbreitung einen noch kleineren Wert zeigt (1 bis 2qm). Hieraus geht 
hne weiteres hervor, daB der oben erwahnte Fehler von so geringer Be- 
leutung ist, daB er sicherlich innerhalb der normalen Schwankungsbreiten 
ler Methodik liegt. 

Gleichzeitig wurden 4.1lccem desselben Serums mit dem gleichen 
Volumen von bei Zimmertémperatur gesattigter Ammonsulfatlésung 
versetzt, das durch ciese Halbsattigung ausgefallte Globulin auszentri- 
fugiert und die obenstehende Fliissigkeit, die also das Albumin enthalt, 
juantitativ gesammelt. Das auszentrifugierte Globulin wurde nachher 
dreimal mit leem einer halbgesattigten Ammonsulfatlésung gewaschen 
und das Waschwasser immer zu der Albuminfraktion hinzugefiigt. 

In dieser Weise wurden also Serum-Albumin und Serum-Globulin 
juantitativ getrennt. 

Zur Bestimmung des Albumingehaltes wurde ein Teil der so erhaltenen 
Fliissigkeit mit verdiinnter Essigsiure versetzt und durch Hitze koaguliert. 
Das koagulierte Eiwei8 wurde zuerst bis zum Verschwinden der Sulfat- 
reaktion mit kochendem Wasser gewaschen, dann mit Alkohol und Ather, 
schlieBlich bei 110° getrocknet und bis zum konstanten Gewicht gewogen. 
Ein anderer Teil der Fliissigkeit wurde mit dem gleichen Volumen Wasser 
versetzt und von 0,005 cem dieser Mischung die Ausbreitung auf n/10 HC! 
bei Zimmertemperatur gemessen. 

Diese Verdiinnung ist notwendig, weil die Fliissigkeit sich sonst zu 
schwer ausbreitet und damit zu niedrige (10 bis 20°.) Ergebnisse bringt, 
wahrscheinlich infolge des hohen Ammonsulfatgehalts. Weitere Ver- 
diinnungen andern das Ergebnis nicht. 


! Siehe Handb. d. biol. Arbeitsmethod., Lieferung 106. Verlag von 


Urban und Schwarzenberg, Berlin und Wien. 
2 E. M. Kobus, Diss. Leiden 1926. 
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Das gewaschene Globulin wurde mit destilliertem Wasser in ein 
10-cem-MeBkolben hineingespiilt, bis zur Marke aufgefiillt, gehérig w 
geschiittelt, wodurch Lésung eintritt und auch von 0,005 cem dieser Fliissi; 
keit die Ausbreitung auf n/10 HCl bei Zimmertemperatur gemess 
Wie vollstandig die Trennung beider EiweiSkérper auf diesem Wege 
zeigt Tabelle II, in welcher die Anzah! Quadratmeter angefiihrt ist, wel 
die aufeinanderfolgenden Waschfliissigkeiten ausbreiten. 


Tahe lk ll. 


EinfluB, Anzahl, Waschungen. 





Ausbre tung der Globulintraktion Ausbreitung der Albuminfraktion 


! 

waa I " nT I 1 HI 

qn qm qn qm qn qn 
0 27 33 18.5 29 35.5 16.7 

l 29 25.6 43 34 43 99 

2 17,5 22.5 40 36 46 25 

3 16 21 38 37.5 48 27 
4 16 21 37.5 37.8 458 27,5 


Die bei diesen EiweiBbestimmungen von 22 verschiedenen Sera 


erhaltenen Werte, wobei immer derartige Sera gesucht wurden, bei 
welchen man im voraus bedeutende Unterschiede im Mischungs 
verhaltnis von Albumin und Globulin erwarten konnte, sind in 
Tabelle IIL angefiihrt. 

Gleichzeitig sind in dieser Tabelle die Ausbreitungszahlen sowoh! 
von Albumin und Globulin, wie von TotaleiweiB aufgenommen. All 
drei sind auf die gewichtsanalytischen Daten bezogen. Wie aus der 
Tabelle ersichtlich ist, liefert auch die Kjeldahlbestimmung des Serums 
einen Wert, der recht gut mit der gewichtsanalytischen iibereinstimmt 
wenn man einen Eiweibfaktor von etwa 7 annimmt. 

Aus diesen Versuchen geht auch hervor, daB die refraktometrisch: 
Bestimmung der Albumin- und Globulinmenge ganz unzureichenc 
Resultate liefert, weil die Berechnung des Albumins und Globulins 


keine konstante ist. Hierauf haben bereits andere Autoren! hin 


gewiesen. 

Die Ausbreitungszahlen des Serumalbumins und Serumglobulins 
ergaben verhaltnismaBig geringe Schwankungen. So wurde fiir di 
Ausbreitungszahl des Albumins ein Wert gefunden, welcher mit nu 
einer Ausnahme schwankte zwischen 0,90 bis 0,95, und fiir Globulin 
ein Wert von 0,60 bis 0,62, durchschnittlich also 0.91 bzw. 0,61. Dir 
Ausbreitungszahl des TotaleiweiBes dagegen variierte von 0,70 bis 
0,80 und zeigt, was ihre GréBe anbelangt, wesentlich von dem Mischung: 
verhaltnis von Albumin und Globulin abhangig zu sein. 


27. 


1 Starlinger, Spdth und Winands, diese Zeitschr. 188, 245, 19 
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E. 








Wie wird nun diese Ausbreitung im klinischen Laboratorium aus 
gefiihrt ? Aus der nachstehenden Tabelle ist ohne weiteres zu ersehy 

daB die Summe der Ausbreitung des getrennten Albumins und Globuli 
vollkommen oder nahezu vollkommen die Totalausbreitung des Seru: 
In der Praxis wird es also geniigen, neben der Ausbreitung des 






4 











gibt 
Totaleiweibes, bei der nur eine zehnfache Verdiinnung des Seru: 
vorzunehmen ist, entweder die Ausbreitung des Albumins oder di 
Von diesen zwei Bestimmungen 







jenige des Globulins zu bestimmen. 
waihlt man am besten die des Globulins, weil man dabei das Wasc!} 






wasser nicht quantitativ zu sammeln braucht, welches immer Schwierig 
keiten mit sich bringt, und zwar um so mehr, je geringer die Menge, dix 


zur Analyse genommen ist. Der Albumingehalt ergibt sich dann aus 


der Differenz zwischen der Gesamtausbreitung und der Ausbreitung 









des Globulins. 
Um uns von der Richtigkeit unserer Methode zu iiberzeugen 


wurden, wie erwihnt, jedesmal von demselben Serum auch andere 








Methoden zum Vergleich herangezogen. Zur Bestimmung der Albumin 
und Globulinmenge geniigte schon, wie wir weiter feststellen konnten 
0O.lemm. Wir wahlten hierfiir die gleich naher beschriebene Mikro 
methode, die in unserem Laboratorium taglich ausgefiihrt wird, und 


welche, wie die mehrfache Kontrolle mit der Makromethode zeigt: 
Diese Mikromethode hat zwei 








durchaus zuverlissige Resultate liefert 
groBe Vorteile, nimlich erstens die geringe Menge des erforderlichen 
Serums (was gerade bei Saugling und Kleinkind sehr erwiinscht ist 
und zweitens die Schnelligkeit der Ausfiihrung. 

Die Ausfiihrung diester Methode ist wie folgt: 








Man bringt 0,lemm Serum mit 0,lemm gesattigter Ammonsulfatlésung 
4.5 






in ein Mikrozentrifugenréhrchen von etwa 6mm Durchmesser und 
bis 5em Lange (diese Réhrchen sind sehr leicht aus schmelzbarem Glas: 
herzustellen) und durchmischt energisch mit einem Glasstab. Daraufhi: 
wird 5 Minuten mit einer Tourenzahl von 5000 bis 6000 pro Minute zent: 
fugiert; bei geringerer Tourenzahl zentrifugiert man etwas linger. Ma) 
bringt dann ein Glasstaébchen in das umgekehrte Zentrifugenréhrchen, | 

es die Fliissigkeit beriihrt, wodurch diese nahezu quantitativ dem Stabche: 
entlang ablauft. Auf diese einfache Weise halt man das Globulin zuriick. De 
Globulinniederschlag wird dann dreimal mit etwa 0,1 cmm halbgesattigt 

Ammonsulfatlésung gewaschen. Das Waschwasser wird stets in derselbe: 
Weise entfernt. Bevor man auszentrifugiert, werden Niederschlag w 

Fliissigkeit stets gut durchmischt. Nach der dritten Waschung bricht m: 


das Réhrchen gerade oberhalb des Globulinniederschlags ab und fang 
etzteren in ein kleines Wageglaschen mit eingeschlossenem Glasstopte! 
Dieses wird dann auf einer analytischen Waage gewogen und de! 

Das ganze wird gut 















auf. 
Inhalt mit 950 mg! destillierten Wassers versetzt. 









1 Eine Korrektion von 50 mg ist bedingt durch das im Niedersch!az 


anwesende Wasser. 
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geschiittelt, wobei das Globulin sich leicht lést. Dann bestimmt man 
von 0,005 cem dieser Lésung in iiblicher Weise bei Zimmertemperatur die 
\usbreitung auf n/l10 HCl. Durch eine einfache Multiplikation findet 
an dann die Anzah!l Quadratmeter, die das in 1 emm Serum vorhandene 
obulin ausbreitet. Diese Anzahl! dividiert durch 6,1 ergibt den Prozent- 
halt des Globulins. 

Zweitens werden zu 0,1 cem von demselben Serum 0,9 cem destillierten 
Wassers hinzugefiigt und ebenso von 0,005 ccm dieser Mischung die Aus- 
breitung auf n/10 HCl bei Zimmertemperatur gemessen. Auch hier fiibrt 
ine einfache Multiplikation zu der Anzahl Quadratmeter, die das in 
lemm Serum anwesende Totaleiwei8 ausbreitet. Der Albumingehalt des 
Serums in Prozenten ergibt sich dann aus der Differenz beider Aus- 
breitungen durch Division mit dem Faktor 9,1. Die Summe beider 
Prozente ergibt den Prozentgehalt des TotaleiweiBes. 


Das statistische Material unserer Klinik bestatigt die schon be- 
kannte Tatsache, dab auch beim Menschen, hier besonders beim Kinde, 
die Mischungsverhiltnisse von Albumin und Globulin stark wechseln 
und demzufolge auch die Ausbreitungszahl vom Gesamteiweib. Diese 
ist vollstandig ersichtlich aus den in der nachstehenden Tabelle an- 
gegebenen Resultaten. Diese Angaben sind Mittelwerte, wie man sie 
ils Durchschnittszahl in verschiedenen Krankheitsfillen findet. 


Tabelle IV. 





Gesamt-Eiweif Globulin Albumin 


Krankheit 


— 


Dekomposition (Saugling) 
Dystrophie (Saugling) 
{kute Dyspepsie .. . 
Alimentare Intoxikation 
Inaktive Tuberkulose 
\ktive Tuberkulose 
Nephritis mit Odemen . 
Serumkrankheit . ‘ 
Nephritis ohne Odemen 
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Serumuntersuchungen 
im Hochgebirge mittels der Elektrodialyse. 


Von 
A. Téth (Pécs, Ungarn). 


(Aus dem Schweizerischen Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und Tube: 
kuloseforschung in Davos.) 


(Eingegangen am 11. August 1928.) 


Die Veranderung der EiweiSstruktur der Blutfliissigkeit ist woh! 
die am wenigsten bearbeitete Frage der unter EinfluB des Héhenklimas 
zu beobachtenden Blutverainderungen. Erst aus der letzten Zeit stammen 
einige diesbeziigliche Untersuchungen, die meistens mit der refrak. 
tometrischen (Reiss) bzw. mit der refraktoviskosimetrischen Methoce 
nach Rohrer unternommen worden sind. Diese Untersuchungen be- 
ziehen sich teils auf gesunde, teils auf kranke Menschen, vorwiegend 


auf Tnberkulotiker. 


So hat Peters (1) in 1600 m Hohe erholungsbediirftige, aber sonst kein: 
wesentlichen Krankheitssymptome aufweisende, und dann auch leichter 
und schwerere Tuberkulotiker untersucht. Auf Grund seiner Untersuchungen 
schlieBt er, daB in der erwihnten Héhe bei Gesunden keine Veranderung, 
weder im EiweiBgehalt, noch im prozentualen Globulingehalt des Serum: 
eintritt, und auch die bei den Lungentuberkulotikern gefundenen Ver- 
anderungen diirften nicht durch den Aufenthalt im Hochgebirge an sich, 
sondern durch den Verlauf der Krankheit bedingt sein. Frdnkel-Tissot (2) 
behauptet dagegen, daB der EiweiBgehalt des Serums und innerhalb 
desselben der Globulingehalt absinkt. Dadurch wird eine Viskositats- 
erniedrigung des Serums verursacht, die er als eine kompensatoriscl« 
Erscheinung auffaBt, wodurch die durch Vermehrung der Erythrocyten 
zahl entstandene Viskositaétszunahme ausgeglichen wird. Die genannten 
Verainderungen, besonders die Globulinverminderung, sollen die Folg 
einer relativen Azidose sein, die eine Veranderung der Kolloiditat de: 
EiweiBkérper hervorruft. Eine Abnahme der Serumviskositét im Hoc). 
gebirge hat iibrigens auch schon Weber (3) gefunden, der er auch ein 
kompensatorische Bedeutung zuschreibt. In der letzten Zeit hat Liithy (4 
iiber Untersuchungen berichtet, die er auch bei Tuberkulotikern vor- 
genommen hat, wobei er im allgemeinen mit der Schwere des Falles paral|e'- 
gehende Globulinzunahmen nachweisen konnte. Endlich sollen noch di 
Beobachtungen von Schneider erwihnt werden (5), nach denen Sonne, 
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Héhensonne und auch Réntgenstrahlen Verdinderungen in der Eiweif- 
truktur des Blutes hervorrufen, die aber keine gleichsinnigen sind, sondern, 

nach dem urspriinglichen Albumin-Globulinquotienten, bald zu einer 
Viskositaéts- und Refraktionsverminderung, bald zu einer Zunahme der- 
elben fiihren. 

Es ist aus dieser kurzen Zusammenfassung zu ersehen, da die 
Verainderungen der kolloidalen Blutstruktur unter Einwirkung des 
Héhenklimas in vielen Hinsichten der weiteren Erklirung harren 
Zu dieser Erklarung beizutragen, war das Ziel vorliegender Unter- 
suchungen!. 

Wir haben die Trennung der beiden Hauptfraktionen der Serum- 
eiweiBkérper mittels der Elektrodialyse vorgenommen nach einer 
Methodik, die erst kiirzlich von uns in einer quantitativen Form aus- 
gearbeitet wurde (6). 

Man hat auf eine Verschiebung des Saure-Alkaliverhiltnisses 
des Blutes im Hochgebirge mehrfach hingewiesen (7). Aus diesem 
Grunde ware es zu erwarten, daB die physikalisch-chemischen Ver- 
inderungen des Blutes im Hochgebirge auch eine Verinderung des 
Albumin-Globulinverhaltnisses zur Folge haben. Wie wir gesehen 
haben, lieferten die verschiedenen, bei Untersuchung dieser Frage 
angewandten Methoden bisher keine gleichsinnigen Resultate. Die 
Veranderungen, die man findet, sind im allgemeinen nicht so grob, 


daB sie den unter pathologischen Verhaltnissen gefundenen gleich- 
zusetzen waren, und sie sind bald positiv, bald negativ, in allen Fallen 
iiberschreiten sie aber die als normal geltenden Grenzen nicht. 


Es schien uns daher angebracht, diesen Umstinden einmal mit 
einer anderen Methode nachzugehen, um zu sehen, ob die verschiedenen 
Methoden das gleiche Resultat liefern. Und das um so mehr, weil 
die Richtigkeit der bei den bisherigen Untersuchungen angewandten 
Methoden — es kamen, besonders in den neueren Untersuchungen, 
die refraktometrischen, bzw. refraktoviskosimetrischen Methoden zur 
Verwendung (Peters, Weber, Liithy, Schneider; bei Frdnkel-Tissot ist 
die Methode der EiweiBbestimmung nicht angegeben) — mehrfach 
kritisiert wurde (8). Die bei unseren Untersuchungen angewandte 
Methode leistet, wie das in einer friiheren Arbeit bewiesen wurde (6), 
der Anforderung, daB die Summe der gewonnenen Eiweibfraktionen 
den Wert des GesamteiweiBes ergeben soll, Geniige und erméglicht 
zugleich eine innere Kontrolle der Messungen. Die angewandten Mem- 


1 Die Untersuchungen sind im Sommer 1927 im Schweizerischen 
Institut fiir Hochgebirgsphysiologie und Tuberkuloseforschung in Davos 
ausgefiihrt worden. Die entsprechenden Tieflandwerte sind teils im Kaiser 
Wilhelm-Institut fiir Arbeitsphysiologie in Berlin, teils im Staats-Institut 
fiir experimentelle Therapie in Frankfurt a. M. ermittelt worden. 
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branen sind auf diesen Umstand hin vor der Benutzung immer gepriii' 


worden. 

Fiir uns hatte die Frage auBerdem noch ein anderes methodiscl: 
Interesse, da die Elektrodialyse in diesem Falle, unseres Wissen 
zum ersten Male in Reihenversuchen bei kleineren Tieren angewendet 


wurde, 
Methodik. 


Die Untersuchungen sind mit dem Mikroelektrodialysator nach 


Téth ausgefiihrt worden. 

Es wurden bei der Elektrodialyse zwei Kollodiummembranen a: 
gewendet. Da wir in Davos nur einen Wechselstrom von 220 Volt hatten, 
sollte dieser Strom, um zu Elektrodialysezwecken verwendet werden 
Dies geschah durch ein Motor- 


kénnen, zuerst gleichgerichtet werden. 
Generator-Aggregatum, dessen Gleichstromdynamo einen Strom \ 
140 Volt und 1,8 Amp. lieferte. In den Stromkreis desselben war ein Neben 
schluBregler, ein Lampenwiderstand und ein MeBinstrument eingeschaltet 
Die Stromstarke ist am Anfang der Dialyse so reguliert worden, daB dure! 
den Stromkreis ein Strom von etwa 60 Milliamp. ging. Die Dialysen sind 
alle 1 Stunde lang fortgesetzt worden. Zum Lésen des Globulinnieder- 
schlags verwendeten wir n/100 HCl, da wir zugleich das Saéurebindungs 
vermégen der einzelnen Fraktionen feststellen wollten. Deshalb ist auc! 
die Albuminlésung auf eine Endséurekonzentration von n/100 gebracht 
worden. In den Albumin- bzw. Globulinlésungen ist der Stickstoff durch 
Mikrokjeldahl bestimmt worden und daraus der EiweiSgehalt durch Multi 
plikation mit 6,25 berechnet. In den Tabellen sind die GesamteiweiBwert: 
in Grammen pro 100 cem Serum und die relativen Prozente der einzelnen 
Fraktionen angegeben. 

Insgesamt sind 38 Sera untersucht worden. 
sich Menschen-, Ratten-, Meerschweinchen- und Kaninchensera. 


Darunter befanden 


Was die Technik der Blutentnahme anbelangt, ist das Blut bei Mensche: 
nach kurzer Stauung aus der Armvene entnommen worden. Bei Ratten 
und Meerschweinchen haben wir die Tiere, da meistens andere Organ 
auch zu verschiedenen Untersuchungen verwendet worden sind, durc! 
den Halsschnitt entblutet. Bei Kaninchen geschah die Blutentnahm: 
meistens aus dem Ohre, nur in einigen Fallen aus der Jugularis und in 
zwei Fallen aus der Carotis. Wir lieBen das Blut in der Kalte so lange stehen, 
bis sich das nach einigen Stunden abgeléste Gerinnsel retrahiert hat, dann 
wurde das Serum abgegossen, zentrifugiert und wie oben angegeben ver- 
arbeitet. 

Hier ist darauf hinzuweisen, daB himolytische Sera aus ahnlichen 
Untersuchungen auszuschlieBen sind, da das Hamoglobin bei der Elektr 
dialyse mit den Globulinen mitgefallt wird und dadurch die Globulinwert: 
bei hamolytischen Sera zu hoch ausfallen. 

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, bei den verschiedenen Tier 
arten zunichst die Normalwerte zu bestimmen und die Tiere dann 
der Luftverdiinnung auszusetzen, um die dadurch hervorgerufenen 


Veranderungen zu verfolgen. Bei kleineren Tieren (Ratte, Meer- 
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-chweinchen) war dies nur so méglich, daB wir bei einzelnen Tieren 
lie Normalwerte und bei anderen die Werte nach der Luftverdiinnung 
estimmt haben, da die einzelnen Tiere, um geniigend Serum zu be- 
kommen, entblutet werden mubten. Dieses Vorgehen ist schon des- 
wegen nicht ohne Bedenken, weil, wie wir sehen werden, selbst die 
Normalwerte bei den einzelnen Tieren Schwankungen aufweisen, die 
die Schwankungsbreite der Veranderungen bei der Luftverdiinnung 
iiberspannen kénnen. Deswegen sind wir bei den Kaninchen so vor- 
yegangen, dab daneben, da wir verschiedene Tiere auf ihren Normal- 
globulingehalt untersucht haben, womdglich auch bei den in den Ver- 
diinnungskasten gesetzten Tieren Bestimmungen vor dem Versuch 
vorgenommen haben. Daneben ist noch ein Kontrolltier, das unter 
normalen értlichen Verhaltnissen gehalten wurde, besonders was die 
dem Tier entnommene Blutmenge anbelangt, womdglich genau gleich 
behandelt worden, um die Wirkung der wiederholten Blutentnahmen 
auf die Zusammensetzung des Serums verfolgen zu kénnen. 

Die Luftverdiinnung, der die Tiere ausgesetzt waren, betrug etwa 
300 mm im Mittel. Die Zeit des Verweilens im Verdiinnungskasten, 
sowie andere Einzelheiten werden bei den einzelnen Versuchen be- 
schrieben werden. 

Versuche mit Rattenblut. 

Mit Ratten haben wir, da die Tiere zu klein sind, keine systematischen 
Untersuchungen ausgefiihrt, nur wenn Tiere gelegentlich entblutet worden 
sind, haben wir das Blut auch auf die EiweiSfraktionen untersucht. © In 


den meisten Fallen sind Blute von mehreren Tieren zusammengegossen 
worden, deswegen sind die Werte bloB als Mittelwerte zu betrachten. 


Take le qf. 





Ges.+Eiweih Albumin Globulin 
3 
Bezeichnung des Serums g pro 100 ccm 
Serum re] rel 


Serum von zwei normalen Ratten . 7,09 61. 
Serum von einer schwangeren Ratte 6.41 56. 
Serum von drei Ratten, 2 x 24 Std. 

im Verdinmnungskasten .... . 6,78 56.7 
Serum von drei Ratten, 3 x 24 Std. 

im Verdiinnungskasten .... . 7,13 65,7 


Was bei Ratten zunachst am meisten auffallend ist, ist der relativ 
hohe Gehalt des Serums an Globulin. Schon bei normalen Tieren bewegt 
sich der Wert desselben an der oberen Grenze, die man beim Menschen 
z. B. als normal fiir Globulin betrachtet (20 bis 40°). Die eine schwangere 
Ratte, die untersucht wurde, weist einen noch héheren Globulingehalt auf. 

Die eine von den beiden der Luftverdiinnung ausgesetzten Gruppen 
zeigt, mit der Gruppe der Normaltiere verglichen, eine Zunahme, die andere 
eine Abnahme ungefaihr gleicher GréBe des Globulinwertes auf, so da® 
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daraus auf die Wirkung der Luftverdiinnung kein einheitlicher Schlu 
gezogen werden kann. Wir haben die Befunde lediglich deswegen angefiihrt 
um auf den relativ hohen Globulingehalt des Rattenserums schon unte: 
normalen Verhaltnissen hinzuweisen. Noch auffallender wird dieser Un 
stand, wenn man die Tieflandwerte bei diesen Tieren betrachtet. 

Die bei Ratten im Tiefland (Berlin) vorgenommenen Untersuchungen 
ergaben folgende Resultate: 

Tabelle II. 





Ges.»EiweiB Albumin Globulin 
Bezeichnung des Serums g pro 100 ccm 
Serum rel. °/o rel 


Pe err ee 6,81 43,2 56,8 
tn £ a6 4 Ge « 5 ag a 6,64 51,5 48.5 


. 


“ae a ae ae 6.59 54.0 46.0 


Betrachtet man nun das Gesamtbild, was unsere Untersuchungen 
das Verhalten des Rattenblutes betreffend, ergaben, so kann man fest- 
stellen, daB bei diesen Tieren die Tieflandwerte am héchsten sind 
Im Hochgebirge haben wir durchgehend einen niedrigeren Globulin- 
gehalt gefunden, auch dann, wenn das Tier schwanger war. Die Wirkung 
der akuten Luftverdiinnung war jedoch nicht einheitlich, sondern bei 
einer Gruppe der Tiere war eine Globulinzunahme, bei der anderen 
eine Abnahme dieser Fraktionen zu verzeichnen. 


Versuche mit Meerschweinchenblut. 


Die Versuche wurden, abgesehen von den Tieren, bei denen die Wert: 
ohne vorhergehende Behandlung bestimmt worden sind, so ausgefiihrt, 
dali wir mehrere Tiere in den Verdiinnungskasten gesetzt haben, die zunachst 
4 Tage lanjs ohne Unterbrechung der Luftverdiinnung ausgesetzt waren 
Dann sind sie teils gleich nach dem Herausnehmen, teils nach verschieden 
langem Verweilen unter normalen Verhaltnissen untersucht worden. 


Tabelle III. 





Ges.-Eiweib 
7 Alb Globul 
Bezeichnung des Serums g pro 100 ccm some — 
Serum 


Serum von Normaltier ..... . 6,26 
° - . 6.65 
Serum nach vier Tagen Luftver- 
ee eee oe ae ee 6,30 
Serum nach vier Tagen Luftver- 
OE Te ae ee 6,04 
Serum nach vier Tagen Luftver- 
diinnung, einen Tag frei... . 5,21 
Serum nach vier Tagen Luftver- 
diinnung, zwei Tage frei... . 
Serum nach vier Tagen Luftver- 
diinnung, drei Tage frei .. . 


sich 
teils 


sind 
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Betrachtet man die sich in dieser Weise ergebenden Werte, so 
sieht man, daB sie bei den untersuchten Tieren sowohl wahrend der 
Luftverdiinnung als nachher keine solche Verschiedenheit aufweisen, 
die sicher als eine Folge der Luftverdiinnung aufzufassen wire. Ab- 
yvesehen von dem ersten und letzten Tier, fallen die Werte alle in die 
durch die beiden Normalwerte gegebenen Grenzen. In den beiden 
\usnahmefillen sind aber die Abweichungen auch nur so klein (0,7 
bzw. 2.5%), daB sie bloB als individuelle Schwankungen aufgefaBt 
werden kénnen, besonders wenn man bedenkt, daB bei der angewandten 
Methode der Versuchsfehler selbst etwa 2°,, ausmachen kann. 

Wir haben bei vier Tieren im Tiefland (Berlin) ahnliche Untersuchungen 
ugestellt. Die erhaltenen Werte sind folgende: 


Tabelle IV. 





Ges.-EiweiB , - 
Alb Globul 
Bezeichnung des Serums g pro 100 com pane —" 


Serum rel, ° rel, ° 


Meerschweinchen Nr. I. . er 5,42 78,4 21.6 
- Ape : 5,96 73,0 27,0 

a ge te 5,25 72.4 27.6 

SS ge eee 6,52 63,2 36,8 


Aus dem Vergleich der Tieflandwerte mit denen im Hochgebirge 


erhaltenen ergibt sich, daB bei den Meerschweinchen keine solchen 
Unterschiede gefunden werden konnten, aus denen auf eine wesentliche 
Beeinflussung der kolloidalen Blutstruktur unter Wirkung des Hoéhen- 
klimas bei diesen Tieren geschléssen werden kénnte. 


Versuche mit Kaninchenblut. 


Die bei Kaninchen im Hochgebirge gewonnenen Werte kénnen wir 
in drei Gruppen einteilen. 

Es sind insgesamt sechs Normalwerte bestimmt worden. Von diesen 
vehéren drei zu Parallelversuchen, sind daher dort angefiihrt. Die iibrigen 
drei sind folgende: 


Tahe lle V. 





Ges.-Eiweif Albumin Globulin 
Bezeichnung des Serums g pro 100 ccm 
Serum rel. %/5 rel. 


( 


SE ee ee 6,26 ,! 25,2 
‘ EWR 8 akc wiggly ee, 5.85 if 27.5 
SO Se ee a 5,23 2, 27.9 


Sowohl diese als auch die spater anzufiihrenden Normalwerte bewegen 
sich zwischen 25 und 28%. Die Tiere sind teils in Davos geziichtet worden, 
teils haben sie langere Zeit in Davos zugebracht, ehe sie untersucht worden 
sind, 
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Die Parallelversuche mit Kaninchen sind so ausgefiihrt worden, da 
von zwei Tieren an demselben Tage, womdéglich aus gleicher Stelle, Bh 
entnommen wurde, um den Ausgangswert der EiweiBfraktionen zu b 
stimmen. Dann ist das eine Tier in den Verdiinnungskasten gesetzt, d: 
andere aber unter normalen Verhiltnissen gehalten worden. Im erst: 
Versuch verblieb das Tier 4 Tage lang im Verdiinnungsapparat und wurd 
jeden zweiten Tag untersucht. Im zweiten Versuch dauerte die Luft 
verdiinnung 2 Tage. Gleichzeitig mit den Versuchstieren sind auch d 
Kontrolltiere untersucht worden. Des weiteren ist dann auch das Versuc! 
tier unter normalen Verhialtnissen gehalten und jeden zweiten Tag noc! 
zwei- bis dreimal untersucht worden. 

Wir haben zwei solche Parallelversuche ausgefiihrt. Die beiden unter 
scheiden sich dadurch, daB im ersten Versuch, da die Tiere auch ande: 
weitig untersucht werden sollten, immer eine gréBere Blutentnahme e: 
folgte, etwa 15 bis 20 cem; wahrend im zweiten Versuch die entnommer 
Blutmenge bloB etwa die Halfte oder noch weniger betrug. Die entnommer 
Blutmenge womédglich einzuschrinken, haben uns folgende Resultat 
unseres ersten Parallelversuches veranlaBt. 


Tabelle VI. 


I. Parallelversuch mit Kaninchen. 





Ges.-EiweiB Albumin Globulin 


Bezeichnung des Serums g pro 100 ccm 
Serum rel. rel. 


0 


A. Kontrolltier. 
6,23 
6,56 
7,04 
6,44 
6.34 


B. Versuchstier. 


_ 


won 


Anfangswert 
Drei Tage spiter 
38. Zwei, 7 


— 


- 7 


Drei . 


DO bo bo 1 
“II Go Or bo 


to 


. Serum nach zwei Tagen im Ver- 
dimnungsapparat ....... 6,74 
. Seram nach vier Tagen im Ver- 
diinnungsapparat . 4 
. Serum nach vier Tagen im Ver- 
diinnungsapparat, zwei Tage frei 
. Serum nach vier Tagen im Ver- 
diinnungsapparat, sieben Tage frei 


7,22 5 
718 2 


6.69 64.7 


Vergleichen wir das Verhalten der beiden Fraktionen in diesem 
Versuch, so fallt zunaichst auf, daB beim Kontrolltier die Globulin. 
werte waihrend der ersten vier Blutentnahmen, die eine Zeit von 7 Tagen 
umspannen, stiindig abnehmen. Erst bei der fiinften Blutentnahm: 
wo ein Zeitabstand von 3 Tagen eingeschoben wurde, nahert sich der 


Wert wieder dem normalen, den er jedoch nicht erreicht. Das Tier 
lebte, abgesehen von den, jeweils etwa 8 bis 10 ccm ausmachenden 
Blutentnahmen, sonst unter normalen Verhaltnissen, das Verhalten 


der Globulinfraktion ist also kaum anders, als eine Folge der wieder 
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holten gréBeren Blutentnahmen aufzufassen. Diese Auffassung haben 
spitere in dieser Richtung angestellte Versuche auch bestitigt. Auf 
diese Untersuchungen wird in einer weiteren Arbeit zuriick- 
zukommen sein. 

Beim verdiinnten Tier fehlt der Normalwert vor dem Versuch. 
Das Blut ist himolytisch geworden, deswegen muBten wir auf eine 
Untersuchung desselben verzichten. Auf Grund der iibrigen, bei Normal- 
tieren vorgenommenen Untersuchungen, haben wir aber alle Ursache 
unzunehmen, da® er auch im Bereich von 25 bis 28°, lag. Wenn wir 
ilso den Normalwert in diesem Betrage annehmen, so ist hier am Anfang 
des Versuchs eine Abnahme des Globulinwertes zu verzeichnen, die 
iber im weiteren Verlaufe des Versuchs einer Zunahme desselben 
weicht, so daB nach weiteren 2 Tagen in der Verdiinnung schon wieder 
ein dem Normalen entsprechender Wert zu erhalten war, der sich nach 
weiteren 2 Tagen noch etwas erhéhte. Der letzte Wert, der 7 Tage 
nach dem Entfernen aus dem Verdiinnungskasten stammt, ist kaum 
mehr als eine Folge der Luftverdiinnung aufzufassen, sondern kann 
dadurch hervorgerufen worden sein, daB am Halse des Tieres eine 
Kiterung aufgetreten ist, die eine Globulinzunahme verursachen konnte. 

Dieser Parallelversuch 1l4Bt also zwei Schliisse zu: 

1. Wiederholte gréBere Aderlisse verursachen eine Abnahme 
der Globulinwerte, d.h. eine Stabilisierung der SerumeiweiBkérper 

2. Die akute Luftverdiinnung hat anscheinend eine entgegen- 
gesetzte Wirkung als der AderlaB, da das Globulin an Menge eher 
zunimmt. Diese Zunahme blieb jedoch innerhalb der normalen Grenzen, 
solange kein besonderer Faktor vorhanden war’, der an und fiir sich 
schon eine Globulinvermehrung verursachen konnte. 


Tabelle VII. 
II. Parallelversuch mit Kaninchen. 





Ges.-EiweiB 
Bezeichnung des Serums g pro 100 ccm 
Serum rel rel 


Albumin Globulin 


A. Kontrolltier. 


nnn 2 4s 2 » 6 4 a8 6,74 
2. Zwei Tage spaiter....... 6.61 
. en ote 6,74 


6,52 


B. Versuchstier. 

OS ee ee 5,56 
Serum nach zwei Tagen im Ver- 
diinnungsapparat re oe 

Serum nach zwei Tagen Verdiin- 

nung, zwei Tage frei ial 
. Serum nach zwei Tagen Verdiin- 

nung, vier Tage frei . 

Biochemische Zeitschrift Band'201. 
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Auf Grund dieser Erfahrungen haben wir in unserem zweite) 
Parallelversuch soweit als méglich war den Blutverlust eingeschrankt 


Die beiden Anfangswerte sind in diesem Parallelversuch bei beiden 
Tieren fast vollkommen gleich. Die Ausschlage wahrend des Versuch 
gleichgerichtet, und zwar bei beiden Tieren trat eine maBige Globulin 
zunahme ein. Bei dem der Luftverdiinnung ausgesetzten Tier waren 
jedoch gréBere Ausschlige zu verzeichnen, als beim Kontrolltier, wo 
die Werte kaum die bei Normaltieren gefundene obere Grenze tiber 
schreiten. Allerdings blieb bei diesem Tier die im vorhergehende: 
Versuch beschriebene Globulinabnahme aus. Bei dem _ verdiinnte: 
Tier fehlt auch das anfaingliche Absinken des Globulinwertes, wie wir 
das in dem ersten Parallelversuch mit gréBeren Blutentnahmen be 
schrieben haben, es war vielmehr gleich eine geringe Labilitatszunahme 
zu beobachten. 


Aus 21 bei Kaninchen angestellten Tieflanduntersuchungen 
(Frankfurt a.M.) ergab sich bei diesen Tieren fiir das Globulin ein 
Mittelwert von 25,8°,, wobei die einzelnen Werte zwischen 17,2 und 
36,2 °,, variierten. Dieser Mittelwert entspricht also dem im Hoch- 
gebirge gefundenen Normalwert vollkommen. Man kann also nicht 
sagen, daB die EiweiSstruktur des Serums bei diesen Tieren eine 
Differenz im Hochgebirge gegeniiber dem Tieflande aufweist. Die 


groBe Schwankungsbreite der Globulinwerte bei den einzelnen Tieren 
weist zugleich darauf hin, da8 die wahrend der akuten Luftverdiinnung 
beobachteten Verschiebungen auch durchaus als innerhalb der normalen 
Grenzen fallende betrachtet werden miissen. 


Die bisher mitgeteilten Versuchsergebnisse beziehen sich einerseits 
auf normale Serumeiweifwerte von Tieren, die im Hochgebirge ge- 
halten werden, andererseits auf die Wirkung der akuten Luftverdiinnung 
Wie wir gesehen haben, zeigen die untersuchten Tiere, die Ratten 
ausgenommen, keinen wesentlichen Unterschied gegeniiber dem 
Tieflande. 


Die Verainderungen des Serums der untersuchten Tierarten unter 
Wirkung der akuten Luftverdiinnung bewegen sich durchaus innerhal! 
der normalen Grenzen. Die einzelnen Tiere reagierten auf eine akute 
Luftverdiinnung eher mit einer geringen Zunahme der Globulin- 
fraktion, die aber auch im duBersten Falle nur wenige Prozente aus 
gemacht hat. 

Versuche mit Menschenblut. 

Es war nun die Frage zu entscheiden, wie verhalten sich Sera normale! 
Menschen, die dauernd im Hochgebirge leben ? Wir haben sieben Menschen 
untersucht, die teils in Davos geboren waren oder gréBtenteils tiber 
20 Jahre sich dauernd im Hochgebirge aufgehalten haben. 
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Serumuntersuchungen im Hochgebirge mittels der Elektrodialyse. 
Die bei ihnen gefundenen Werte sind folgende: 


Tabelle VIII. 





Ges.-Eiweif Globulin 


Bezeichnung des Serums g pro 100 com 
Serum 


Serum Nr. I (seit 20 Jahren in 
Davos) a a ee ee 
Serum Nr. II (seit 25 Jahren 
Davos) We ee ey 
Serum Nr. III (seit 8 Jahren 
Davos) ewe See: 
Serum Nr. IV (seit 32 Jahren 
Davos) ‘oe ee 8 ee 
Serum Nr. V (seit 24 Jahren 
Davos) es co ee 

. Serum Nr. VI (seit 29 Jahren 
Davos) DS ee Gee a 
Serum Nr. VII (seit 24 Jahren 
Davos) 


Bei zehn gesunden Personen haben wir im Tiefland mit derselben 
Anordnung im Mittel 30,6°, Globulin gefunden. Hier betrigt das Mittel 
27.5%, also rund 3°% weniger. Ein Unterschied, der die Folgerung, da8 
die Werte der EiweiBfraktionen im Hochgebirge dem Tieflande gegeniiber 
bei Menschen einen wesentlichen Unterschied aufweisen, kaum zulaBt. 

Wir miissen uns vielmehr der Anschauung der Autoren anschlieBen, 
die eine wesentliche Beeinflussung der kolloidalen Blutstruktur durch 
das Héhenklima verneinen (Peters, Liithy). Dagegen konnten unsere 
Untersuchungen die Behauptung von Frdnkel-Tissot, daB der Gesamt- 
eiweiBgehalt des Serums im Hochgebirge abnimmt, nicht bestatigen. 
3eim Menschen besonders fanden wir im Gegenteil auffallend hohe 
Gesamteiweibwerte. 

Hier méchten wir noch auf eine Beobachtung hinweisen, die wir 
bei unseren Versuchen, besonders bei Menschen, aber auch bei den 
der Luftverdiinnung ausgesetzten Tieren gemacht haben, niamlich, 
da8 der durch die Elektrodialyse gewonnene Niederschlag in manchen 
Fallen auffallend schwer in der angewandten HCl zu lésen war. Be- 
sonders ausgepragt war dies im ersten Falle der bei Menschen angestellten 
Versuche. Und nicht nur die Globulin-, sondern die mit der Saure 
ebenfalls versetzte Albuminlésung blieb auch triib. Da wir in diesem 
Falle auch einen besonders niedrigen Globulinwert gefunden haben, 
waren wir der Ansicht, daB die Triibung von einer unzulinglichen 
Lisung der EiweiBkérper herriihrt. Wir haben deswegen den Versuch 
in diesem Falle wiederholt, nur diesmal Natronlauge als Lésungsmittel 
verwendet. Die Resultate dieser zweiten Bestimmung seien hier an- 
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gefiihrt, wobei bemerkt werden soll, daB die beiden Lésungen auch bei 
Anwendung der Natronlauge triib geblieben sind: 


GesamteiweiB: 8,93 g-°,,; Albumin: 78°; Globulin: 22°... 


Die Ergebnisse der beiden Bestimmungen stimmen innerha|} 
der Fehlergrenze der Methode iiberein, und der hohe Gesamteiwei|; 
wert zeigt auch, daB hier von einem EiweiBverlust infolge ungeniigende: 
Lisung kaum die Rede sein kann. Die Versuchsperson war sehr korpulent 
und das Serum war auch lipimisch. Es liegt daher sehr nahe, an 
zunehmen, dab die die Triibung verursachenden Substanzen keine Eiwei!; 
sondern Fettstoffe waren, und es fragt sich, ob die Triibung, die man 
beim Léisen der durch die Elektrodialyse getrennten EiweiBfraktionen 
so oft beobachtet, itiberhaupt von Eiweibstoffen und nicht von Fett 
und Lipoidstoffen herriihrt. Da’ diese Triibung weder durch Saure 
noch durch Lauge wegzubringen ist, und daB die Eiweibwerte bei 
Anwendung beider Lésungsmittel genau iibereinstimmen, scheint ehe1 
fiir die zweite Méglichkeit zu sprechen. 


Zusammenfassung. 


Es wurden Serumuntersuchungen im Hochgebirge mittels cer 
Elektrodialyse angestellt. Es sind Ratten-, Meerschweinchen 
Kaninchen- und Menschensera untersucht worden. Die im Hochgebirge 
gewonnenen Ergebnisse haben wir durch entsprechende Unter 
suchungen im Tieflande (Berlin und Frankfurt a. M.) erginzt. 

Bei den Ratten war ein niedrigerer Globulingehalt des Serums 
im Hochgebirge gegeniiber dem Tieflande festzustellen. Eine akute 
Luftverdiinnung wirkte bei einer Gruppe der Tiere globulinvermehren« 
bei einer anderen globulinvermindernd. 

Bei den Meerschweinchen hat sich kein wesentlicher Unterschie:! 
zwischen Hochgebirgs- und Tieflandswerten ergeben. Die wahren| 
der akuten Luftverdiinnung beobachteten Verschiebungen bliebe 
auch innerhalb der normalen Grenzen. 

Bei Kaninchen haben wir dasselbe feststellen kénnen, wie bei den 
Meerschweinchen. Die bei den mit Kaninchen vorgenommenen Unte: 
suchungen gemachten Erfahrungen weisen zugleich darauf hin, dal 
wiederholte gréBere Aderlisse eine Verminderung des Globulingehaltes 
des Serums verursachen. 

Bei Menschen, die dauernd im Hochgebirge leben, haben wir in 
allgemeinen hohe Gesamteiweibwerte und einen im Durchschnitt 
etwas niedrigeren Globulingehalt finden kénnen, als im Tieflande. Der 
Unterschied ist jedoch so klein, daB er keinen SchluB auf eine wesentlic he 
Beeinflussung der kolloidalen Serumstruktur durch das Héhenkliima 


zulaBt. 
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Serumuntersuchungen im Hochgebirge mittels der Elektrodialyse. 


Die Untersuchungen sind unter Leitung des Herrn Prof. Loewy 
isgefiihrt worden, dem ich fiir seine liebenswiirdige Unterstiitzung 
ei der Arbeit auch an dieser Stelle meinen herzlichsten Dank aus- 


preche. 
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Die Cholesterine im Strukturverbande des Protoplasmas. 


I. Mitteilung: 
Untersuchungen am Rinderherz. 


Von 


G. Pfeiffer. 


,Aus dem Institut fiir Tierphysiologie der Landwirtschaftlichen Hochschul 
Bonn-Poppelsdorf.) 


(Eingegangen am 15. August 1928.) 
Mit 5 Abbildungen im Text. 


Dem Studium der Rolle der Lipoide, im besonderen des Chol- 
esterins, innerhalb des Organismus haben sich in den letzten Jahren 
eine gréBere Anzahl Forscher gewidmet, und nach dem heutigen Stande 
unserer Kenntnisse der Cholesterine und seiner Ester diirfte wabhr- 
scheinlich nicht mehr die friihere Vermutung, daB es sich bei den Chol- 
esterinen um Substanzen handelt, denen ,,wohl kaum eine erhebliche 
Bedeutung im Stoffwechsel der tierischen und pflanzlichen Zellen 
zukommt*, berechtigt erscheinen, sondern, daB die gegenteilige Annahme 
mehr und mehr an Wahrscheinlichkeit gewinnt, in den genannten 
Substanzen primare, lebensnotwendige Bestandteile des Protoplasmas 
zu sehen. 

Fiir diese Annahme sprechen zahlreiche Griinde. Zunachst, was 
das Vorkommen anbetrifft, ist die Verbreitung in der organisierten 
Welt eine auBerordentlich groBe, man kann wohl sagen allgemeine 
da sie keinem Protoplasma fehlen und selbst in dem der Bakterien 
nachweisbar sind. Im besonderen laBt das gehiufte Vorkommen der 
Sterine in den lebenswichtigen Organen und Geweben, wie Nerven- 
substanzen, Herz, roten Blutkérperchen, Nebennieren, ferner im Ei- 
dotter, in der Milch, besonders der Colostralmilch sowie, in der Modi- 
fikation als Phytosterine, in Samen und Keimen der Pflanzen darauf 
schlieBen, daB es sich bei dem Vorkommen im oben erwahnten Sinne 
bestimmt nicht um nebensichliche Produkte im Stoffwechsel handeln 
kann. AuBerdem finden wir die Cholesterine in den Se- und Exkreten 
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B. in der Galle, den Fazes, im Meconium, in der Hautsalbe, wo es 
sich aber wahrscheinlich auch nicht um einfache Ausscheidungen 
ihrer selbst willen handelt, sondern ebenfalls bedeutsame Funktionen, 
etwa in bezug auf Schutzwirkungen, in Frage kommen diirften. Wie 
chon Liebreich' dieser Ansicht vor langer Zeit Ausdruck verliehen hat, 
erscheint dieses fiir die Cholesterine des Hauttalges und ahnlichem, 
im besonderen fiir diejenigen der Vernix caseosa zweifellos zuzutreffen. 

Was endlich das Vorkommen unter pathologischen Verhiiltnissen 
inlangt, so wird man in der Annahme kaum fehlgehen, daB das ge- 
haufte Vorkommen, z. B. in den Gallensteinen, Atheromen, Chol- 
esteatomen, im Ejiter und alten Cystenfliissigkeiten, die Folge einer 
relativen Anreicherung ist, insofern als das Cholesterin gegeniiber den 
hydrolysierbaren und daher leicht resorptionsfahigen iibrigen Proto- 
plasmabestandteilen als Residuum zuriickbleibt. 

Die vorliegende Arbeit verfolgt nun den Zweck, einzelne besonders 
lebenswichtige Organe bzw. Gewebe, ferner Se- und Exkrete auf Chol- 
esterine zu untersuchen, insbesondere in welchen Mengen und Formen 
dieselben vorkommen, um gegebenenfalls durch Vergleichung der 
Einzelbefunde und unter Beriicksichtigung der, durch die bekannten 
chemischen und physikalischen Eigenschaften zu erwartenden, funk- 
tionellen Méglichkeiten Anhalte zu kritisch-intuitiven SchluBfolgerungen 
zu finden. 

Eine systematische Untersuchung aller MHaustierarten, unter 
Beriicksichtigung von Alter, Rasse und Provenienz vom Embryo ab, 
mége spateren Arbeiten vorbehalten bieiben. Vorliaufig sollen sich 
meine Untersuchungen nur auf jahrige Rinder guter Kondition er- 
strecken, und bei ihnen sind von den Organen bzw. Geweben, Gehirn, 
Riickenmark, Herz, Lunge, Nebennieren, Leber und rote Blutkérperchen 
ins Auge gefabt, von den Sekreten soll einstweilen nur die Galle Be- 
riicksichtigung finden. In Einzeldarstellungen werden Mengen und 
Form, sowie kurz die Methode zu ihrer Isolierung gestreift, und am 
SchluB der Berichte soll eine Gegeniiberstellung der Einzeldaten nebst 
kritischer Betrachtung gegeben werden. 

Das Material fiir die Untersuchungen wurde gesunden, jungen 
Xindern vom hiesigen stadtischen Schlachthof entnommen, welche 
einer eingehenden tierarztlichen Kontrolle unterzogen waren. Das 
Alter der Tiere betrug durchschnittlich 1 bis 3 Jahre, und dieselben 
gehérten zu dem hier sehr verbreiteten schwarzbunten Niederungsvieh. 

Nach Méglichkeit wurde eine Durchschnittswertung mehrerer 
Tiere fiir das zu verarbeitende Material angestrebt, soweit nicht un- 
giinstige Verhaltnisse dessen Beschaffung entgegenstanden. 


1 O. Liebreich, Virchows Arch. 121, 383, 1890. 
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Der erste Bericht bringt von lebenswichtigen Organen die Cho 
esterinuntersuchung am Rinderherzen sowie eine kurze Erwahnung 
der Methodik, welche an anderer Stelle ausfiihrlich behandelt werden sol). 


Die Erfassung des Gesamtcholesterins, dessen Ester und Oxydations 
produkte, wurde auf verschiedene Weise versucht. Das mechanisch vor 
anhaftendem Fettgewebe befreite Organmaterial wurde im Fleischwo!! 
zerkleinert und getrocknet. Die Trocknung der auf grofen Glasplatten 
ausgebreiteten Substanz durch Dariiberblasen eines Warmluftstromes' 
war, neben der Entwisserung durch mehrfache Gewichtsteile Gips? ode: 
durch UbergieBen mit wasserfreiem Aceton*, wohl die relativ vortei 

| hafteste. 

Die Extraktion des Gesamtcholesterins mit Lésungsmitteln, z. B. mit 
kaltem und warmem Aceton, hinterlieB nach dem Abdestillieren des Lésungs 
mittels einen stark phosphatid- und fetthaltigen Riickstand, der sich auch 
mit den verschiedensten Lésungsstoffen durch fraktionierte Kristallisation 
nur recht mangelhaft trennen lie}, im besonderen fiir eine quantitative 
Bestimmung. Hingegen brachte eine mehrstiindige Verseifung der gx 
sammelten Lésungsmittelriickstande mit 1- bis 2°%,iger Natronlauge ein 
absolut reine Cholesterinsubstanz. Trotzdem habe ich diesen Weg der 
Isolierung des Gesamtcholesterins verlassen, weil einmal in quantitativer 
Hinsicht keine befriedigenden Resultate zu erzielen waren, andererseits, 
entsprechend den funktionellen Tatigkeiten der einzelnen Organe, mit 
mehr oder weniger groBen Beimengungen von Oxydationsprodukten bzw. 
esterifizierten Cholesterinen zu rechnen war; denn schon Lifschiitz‘ 
beschreibt das Vorkommen verschiedener Arten von Cholesterin im 


Tierk6érper. Die Extraktionen des Gesamtcholesterins mit Lésungs 
mitteln in vorbeschriebener Weise lieferten recht wenig differenziert« 
Endprodukte. 


Die leichte Hydrolysierbarkeit von Organsubstanz durch verdiinnt 
Natronlauge, im Gegensatz zu der groBen Widerstandsfahigkeit der Chol- 
esterine und seiner Ester, wurde bereits; vor einigen Jahren von Fex® zu 
einer Bestimmungsmethode der Cholesterine ausgearbeitet. Dieser Methoc 
habe ich mich fiir den AufschluB der verschiedenen Organsubstanzen an- 
geschlossen und recht gute iibereinstimmende Resultate damit erzielt 

Neben den quantitativen Bestimmungen wurde gleichzeitig qualitatiy 
eine gréBere Menge Organsubstanz aufgearbeitet, um fiir physikalische 
und chemische Untersuchungen am Gesamtcholesterin geniigend Materia! 
zu haben. 

Bei der Extraktion hydrolytisch aufgespaltener gréBerer Mengen mit 
Ather tritt beim Ausschiitteln leicht eine gallertartige Vermischung der 
beiden Fliissigkeiten*® ein, die sich auch nach einigen Tagen noch nicht 
getrennt haben. Der Zusatz von konzentrierter Kochsalzlésung oder 


1 V. Rubow, Arch. f. exper. Pathol. u. Pharm. 52, 173, 1905. 

2 A. Windaus, Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 113, 1910. 

3 S. Frankel, Ergebn. d. Physiol. 8, 214, 1909. 

4 Lifschitz, diese Zeitschr. 83, 18, 1917; s. dazu Windaus und Liiders 
Hoppe-Seylers Zeitschr. f. phys. Chem. 109, 183, 1920. 

5 Fex, diese Zeitschr. 104, 134, 1920. 

® Shimidzu, ebendaselbst 28, 260, 1910. 
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kohol unter Umschiitteln scheidet nach meinen Beobachtungen alsdann 


ne iid den Ather ab. Ist der Atherdestillationsriickstand nicht frei von 
osphatiden und Fetten, mul eine nochmalige Verseifung mit 1°, iger 
= itronlauge folgen. In jeder Weise gute Dienste leistet hierbei ein zer 

’ gbarer Destillationskolben mit iiberfallendem Glassehliff, wie ich ihn 
‘ r nach Angabe habe herstellen lassen und den nachstehende Abbildung 
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a Abb. 1. 

oa 

an Aus den an Volumen verschiedenen Kolbenunterteilen konnen zur 

elt Untersuchung leicht Proben entnommen werden, eine nochmalige Ver 

ati seifung des Riickstandes kann direkt im Kolben stattfinden und ebenso 

che leicht der Riickstand mit Ather zur Wagung in ein Wageglas iiberfiihrt 

ria werden. 

Fiir die quantitative Erfassung des Gesamtcholesterins wurden 

mit . ‘ - . . ° . 

. jeweils 20 bis 25 g frischer, zerkleinerter Organsubstanz im Kélbchen 

aer ‘ - 

icht mit etwa 2°,iger Natronlauge zur Quellung gebracht, auf dem Wasser- 

der bad | bis 2 Stunden bis zur Loésung digeriert und zweimal mit Athet 
extrahiert Der Atherriickstand erwies sich in den seltensten Fallen 
frei von Neutralfett. so dal eine zweite Verseifung mit | °.,iger Natron- 
lauge notig war. Nach mehrmaliger Extraktion mit Ather, griindlichem 

F Waschen des Athers, iiberfiihrte ich den Destillationsriickstand untet 

Ts, - ee . 7 P . 
Ofterem Nachspiilen mit Ather in ein tariertes Wageglas und lie den 
selben langsam verdunsten. Nach kurzer Trocknung des Riickstandes 
bei 50 bis 60° C wurde letzterer als Gesamtcholesterin gewogen. Das 

28* 
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selbe betrug im Mittel einer Anzahl Bestimmungen. bezogen auf 100 
frische Substanz 
O.O7s4 


Das Gesamtcholesterin stellt ein stark gelb gefairbtes, aromatis: 
riechendes Produkt dar von einer kriimeligen, wachsartig knetbaré 
Beschaffenheit In dickerer Schicht. wie ich dasselbe z. B. bei de 


kaum ein kristallinisch erkennbarer Anteil vorhanden. Der Schmel; 
punkt lag unscharf bei 109 bis 110°C Die Phosphorsaurereakt io 
war negativ. 





Abb. 2 


Zur Verbreiterung der Oberflache wurde die Masse mit Alkohol——Athe 
in eine Petrischale tiberfiihrt und der Schaleninhalt unter Bedecken n 
Filtrierpapier der langsamen Kristallisation tiberlassen. 


Abb. 2 gibt den Schaleninhalt in 1.5tfacher natiirlicher GréBe wieder 
Auf einem gelb gefarbten, fettig-homogenen Untergrund sind erhah« 
gelagerte, triibe, schwach gelb gefarbte, unregelmabige rhombische Tafe 
kristalle hervorgeschossen, deren gestérte Kristallisation augenscheinlich ist 





Die mikroskopische Abb. 3 zeigt das Gesamtcholesterin auf einer 
Objekttrager in diinner Schicht aus Alkohol-—Ather bei etwa 1l00facher 
VergréBerung. Hier treten drei differenzierte Gebilde hervor, die six 
aus gestérten Reincholesterinkristallen, radial geschrumpften, gelb g 
farbten Drusen von Oxycholesterin und kleinen runden 6dligen Trépfehe 








Aufarbeitung gréBerer Mengen als Destillationsriickstand erhielt, wa 
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m esterifiziertem Cholesterin in natiirlicher Mengenverhaltnis zu 
ummensetzen, wobei Rein- und Oxycholesterin von diesen Trépfehen 
berlagert und durchsetzt sind 

Die Trennung des CGesamtcholesterins in seine Bestandteile durch 
aktionierte” Kristallisation mit) Losungsmitteln hatte nur qualitativen 
rfolg. Als sehr vorteilhaft hat sich die Windaussche! Digitonimmethode, 
unter Beachtung bestimmter Fallungsbedingungen modifiziert von Tha yser 
‘rwiesen, womit bekanntlich Cholesterin in) alkoholischer Losung eine 
inlésliche kristallinische Additionsverbindung von Digitonincholesterin 
ildet, nur mit dem einen Nachteil, da ebenfalls Oxve holesterin in gleicher 
inléslicher Form gefallt wird. 

Aus dem bei 100° getrockneten und gewogenen Additionsprodukt A 
iBbt sich das Gewicht des Cholesterins C berechnen nach der Gleichung 


A:C 1589.06 = 386.35, 





wobei 1589.06 das Molekulargewicht des Digitonincholesterids, 386,35 
das des Cholesterins ist. 
Also ist 
( 1. 0.2431. 
Auf 100 ¢ frische Substanz bezogen, ergab sich im Durchschnitt ein Gehalt 
von 0.0516 2 Cholesterin Oxycholesterin, doh. 65.82 des Cresamt 


cholesterins. 


A. Windaus, Hoppe-Sey lers Zeitsehr. f. phys. Chem. 65, L1O, 1910 
> Th. E. Hess-Tha ysen, diese Zeitsehr 62. 89, 1914: s. auch J. Fe - 
ebendaselbst 104, 99, 1920. 














Die gesammelten Digitonincholesterin-Niederschlage wurden ihrerseit 
wieder in siedendem Xylol gespalten, wobei Cholesterin und Oxycholesteri 


Xv lol hinterlir 


Fp. 140,8°C; \ alkohol-atherischer 


VergréBerung. 





Beimengungen Cholesterinester 
scheinlichen Stérungen im Kristallisationsvermégen des Reincholesterins, 
sowie die durch Einlagerung éliger Tropfen deutlich erkennbare Unrege! 
miaBigkeit der Oxycholesterindrusen sind verschwunden. 
ausgebrochenen 





seine typischen, 


Anhaufungen. Auch Oxycholesterin gibt 


Lagerung ein ungestOérteres Bild. 


or 


der Digitoninfallung vom Gesamtcholesterin, enthaltend 


esterifizierten DigitoniniiberschuB, 
einem Glasschalehen vorsichtig zur Trockne eingedampft, mit Platinspat: 
losgeschabt und pulverisiert. Durch eine zwei- bis dreimalige Extraktior 
mit Ather gehen quantitativ die Ester in Lésung, wie ich mich dureh wieder 
holte Versuche tiberzeugt habe, und kann ich somit Fea’! Angaben in diese: 
Nach Verdunsten des Athers wurde der Riickstand 


und erwies derselbe sich wie aus Abb. 2 zu erwarten war, als ein 


Hinsicht nur bestatigen. 


1 J. Fex, diese Zeitschr. 
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schwach gelbliche, durechsichtige Masse, die nach einiger Zeit unter 


re, 
uum sichtbarer Triibung fest wird. An gebundenem Cholesterin waren 


100 ¢ frischer Substanz durehschnittlich enthalten 
0.0267 «¢. 
h. 34.06 des Gesamtcholesterins. 


Der gelblich dlige Riiekstand hinterlieb aus Alkohol Ather teils 
mde, teils unre gelmaBig getormte Tréptchen, bei denen auch mikroskopise h 
ine Kristallbildung oder Kristalleinlagerung zu sehen war. Sein niedrig 
legener Schmelzpunkt von 41 bis 42°C und sein lebhaftes Jodadditions 
rmogen, sowlre seme rem physikalische fSeschaffenheit deuteten mit 
vgroBer Bestimmtheit und vorwiegend auf den Olsaureester des Cholesterins 

n. Die Salkowskische Reaktion' war positiv, zeigte jedoch statt «der 
Kirschrotfarbung ein weniger leuchtendes Rot, und das Auftreten der 
Farbe dauerte geraume Zeit langer als bei Reincholesterin. Die Lieberman: 
Burchardsche Reaktion? war ebenfalls positiv, wies nur nie ht so intensiv 

iancierte Farbténe auf 

Cholesterin-Olsiureester wurde schon von Boudet® aus Blut isoliert 
nd als lange kristallinische Nadeln beschrieben. Auch Fea’ gibt an, dab 
diese 6ligen Tropfen nicht bestandig sind, sondern sich bald in nack lformige 
Kristalle umwandeln; seine Beobachtung bezieht sich zwar auf den 
synthetisch dargestellten Olséureester. Auch nach woeh nlangem Stehen 
les festen dligen Riickstandes konnte ich keine Spur von Kristallnadeln 
auftreten sehen. Nach Angaben Hiirthles® léste ich nun den Riickstand 
in wenig Ather und goB in langsamem Strahl den Ather in hei®en, absoluten 
Alkohol. Der Alkohol wurde alsdann mit dem Ather bei gelinder Warm 
inter haufigem Umschiitteln auf ein Minimum verdunstet und langsam 
erkalten lassen. 

Die fiir die Trennung giinstigen Léslichkeitsverhaltnisse der Ester 
waren jetzt gegeben durch Abscheidung eines feinflockigen, weiBen Nieder- 
schlags; von letzterem brachte ich samt Mutterlésung einige Tropfen 

ittels Glasstab auf einen Objekttrager und lieB verdunsten. Schon wabhrend 
ler Verdunstung der Fliissigkeitstropfen konnte man, neben einer lebhaften 
Stromung kleinster Oltrépte hen, oberflachlich zusammenschwimmende 
Kristallchen beobachten, die sich nach dem Auftrocknen des Alkohols 
als rein weibe, seidenglanzende Rosetten von Kristallnadelehen zu gréberen 
Anhaufungen aneinander gelagert hatten: umgeben und teilweise durchsetzt 
waren letztere von den an Menge weitaus tiberwiegenden, stark licht 
rechenden Oltréptchen, die die anfanglich so reine Kristallisation merklich 
stérend beeinflussen (s. Abb. 5 bei 150facher VergréGBerung). 

Durch die Schwerléslichkeit der, gegeniiber Cholesterinoleat, héhet 
schmelzenden Ester war es durch fraktionierte Kristallisation aus ge 
kiihltem absoluten Alkohol an Hand gegeben, mit ziemlicher Genauigkeit 


lie prozentualen Mengenverhaltnisse festzulegen. Der Schmelzpunkt des 


| Salkowski, Pfliigers Arch. f. d. ges. Physiol. 6, 207, 1872 

2 Liebermann-Burchard, Ber. d. Deutsch. Chem. Ges. 18, 1, 1804, 1885; 
auch Burchard, Dissertation Rostock 1889. 

> Boudet, Ann. de chim. et de phys. (2) 52, 337, 1833 

' J. Fex, diese Zeitschr. 104, 141, 1920. 

’ K. Hiirthle, Zeitschr. f. physiol. Chem. 21, 337, 1895 96. 
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kristallisierten Anteils lag nach Umkristallisieren bei 77°, womit der Na 
weis des Palmitinsaéureesters als erbracht anzusehen ist. Abderhalden w 
Kautzsch' geben den Schmelzpunkt des synthetischen Palmityl-C! 
esterins bei 78,5 bis 79,5°, den des Stearyl-Cholesterins zwischen 85 bis 90 
Der prozentische Anteil des Palmitinsaureesters an der Gesamteste 


an. 
d. h. 6,23 ' vom Gesamtcholesterin. 


menge betrug 18,3 ° 


Abb. 5. 


Mutterlauge nur vereinzelt 


wieder die éligen Tropfen. 


Fiir die Verseifung der Cholesterinester wurde Thaysens? Vorschrift 
°. ige Losung von metallischer 


angewandt; Thaysen benutzt hierzu eine 5 
Natrium in absolutem 


kiihler. Bei synthetischen Estern erhalt er in dieser Zeit vollstandige Ze 


legung, wahrend fiir die natiirlichen Ester 
Mir ist eine Verseifung in 12 Stunden 


vollstandige Spaltung erst nach 24 bis 30 Stunden, wobei ich beobachter 
Kalilauge schneller verseifend einwirkt 
Estermeng 


konnte, daB 20°, ige alkoholische 
Nach zweistiindiger Verseifung habe ich meine eingewogene 
restlos dureh Atherextraktion zuriickgewonnen; abgesehen von 


schwierigen Aufspaltung, auch ein Beweis, dab im Estergemisch ke 


Verunreinigung von Fett, Phosphatiden oder sonstigen Stoffen vorhande: 


waren. 


2 Thaysen, diese Zeitschr. 62, 100, 1924. 







Nach Abscheidung des Palmitinsaéureesters waren in der alkoholische: 
lange Nadeln von Olsiéiureester zu erkenner 


und nach ganzlichem Verdunsten des Alkohols erschienen fast ausschlieBlic] 


Alkohol und verseift 4 bis 6 Stunden am Riickfluls 


I 


10 bis 12 Stunden nétig sind 
nur teilweise gelungen und ein 


1 Abderhalden und Kautzsch, Zeitschr. f. physiol. Chem. 65, 75, 1910 
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Nach Beendigung der Verseifung wurde mit Wasser verdiinnt, mit 
her extrahiert und der gewaschene Ather abdestilliert Den Riickstand 
hm ich wieder mit wenig heibem Alkohol auf und fallte in der Hitze mit 
gitoninlésung. Das wie oben in siedendem XNylol zersetzte Digitonin 
olesterid zeigte mikroskopisch wieder die sternférmig gelagerten Chol 
terinkristalle, wie auch Oxycholesterindrusen und ist vielleicht das 
ringe Kristallisationsvermégen des QOlsdureesters durch tiberwiegendcde 

Veresterung mit Oxycholesterin zu deuten. 





In 1009 Anteil 
Material: Rinderherz frisch. Substanz Sehmelzpunkt am Gesamtcholesterin 
u Cc 

Gesamtcholesterin 0.0784 109—110 — 
Cholesterin 

Ox veholesterin 0.0516 140.8 65.82 
Cholesterinester ° 0.0267 41— 42 Olsdureester 27.83 | 

Palmitin 34.06 
siureester §.23 


In der Tabelle wird eine Ubersicht der eingangs angefiihrten Werte 
gegeben Der Schmelzpunkt des Gesamtcholesterins lag, infolge der 
Inhomogenitat der Masse, unscharf; der so niedrig liegende Schmelz- 
punkt ist durch grobe Beimengungen von Oxy- und gebundenem 
Cholesterin zu erkliren, und wird diese Erklarung durch die Analyse 
und Mikrophotographie erhartet. Der durch Digitonin fallbare Anteil 
schmilzt, nach seiner Zerlegung, gegeniiber dem Reincholesterin be- 
deutend niedriger, namlich bei 140,8° (ein Zusammenschrumpfen. ist 
schon bei 134° zu beobachten), was durch die reichliche Anwesenheit 
von Oxycholesterin bedingt ist. Reincholesterin hat nach Reinitzer! 
in wasserfreiem Zustande einen Schmelzpunkt von 148,5°, mit | Molekiil 
Kristallwasser schmilzt es bei 146.5°. Oxycholesterin ist eine feste 
amorphe, gelbliche Masse, hat nach Lifschitz? einen Schmelzpunkt 
von 107 bis 113° und ist als intermediares Abbauprodukt zu betrachten. 
Diese Oxydation und Gelbfarbung, sowie die damit verbundene Schmelz- 
punktserniedrigung, ist auch auBerhalb des Organismus bei isoliertem 
Cholesterin wahrzunehmen, das lingere Zeit Licht und Luft aus- 
gesetzt wird. 

Zusammenfassung. 


1. Zur Isolierung des Gesamtcholesterins aus Herzgewebe wurden 
die Extraktionsmethoden mit Lésungsmitteln aus frischem oder ent- 
wissertem Material, im besonderen fiir eine quantitative Bestimmung, 
als nicht vorteilhaft befunden. 


! Reinitzer, Monatshefte f. Chem. 9, 422, 1889. 
Lifschitz, Zeitschr. f. physiol. Chem. 96, 350, 1916. 
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2. Die hydrolytische Aufspaltung des Gewebes mit 2° ,iger Natro 


lauge und Extraktion mit Ather nach Methode Fex wird in jeder Wei 


als eine exakte. wissenschaftliche Arbeitsmethode bestatigt. 


® Die Verseifung der Cholesterinester fand ich, entgegen Thays 

und Fers Angaben, nach 10 bis 12 Stunden noch nicht als beendet 
4. Die Mikrophotographie, als analytisches Hilfsmittel, gibt | 

grobem Ubersichtsfeld in jeder Hinsicht wertvolle Aufschliisse tiber 


die Zusammensetzung des Gesamtcholesterins und laBt durch V« 
gleichung der Einzelbefunde die Méglichkeit fiir spatere biologisch« 


Riickschliisse offen. 











Nachtrag zur Arbeit E. Pollak: 
»Umwandlung von Blutfarbstoff in Gallenfarbstoff*'. 
Von 
Fritz Schwerdtel. 


{us dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule 
Miinchen.) 


(Eingegangen am 15, August 1928.) 


Brugsch und Pollak haben in einer vorlaufigen Mitteilung* tiber 
den Abbau von Hiamin mittels Brenzkatechin berichtet, wobei ein 
Kérper erhalten wurde, der in manchen Eigenschaften groBe Ahnlichkeit 
mit Gallenfarbstoff besaB.. Z. Pollak hat nun kiirzlich in einem neuen 
Beitrag ,,Zur Frage der Umwandlung von Blutfarbstoff in Gallen- 
farbstoff*' diesen Korper naher beschrieben; auf Grund der Analyse 


und der Molekulargewichtsbestimmung wurde die Formel C,,H,,.N,O, 
festgestellt. Es konnte sich also nicht \1m Bilirubin Cy, Hy, N,O, handeln; 
dafiir sprachen auch die iibrigen Eigenschaften des Kérpers (Leicht- 
lislichkeit in Ather, Alkohol, Chloroform; Bildung eines blauen Chlor- 
hydrats; Schmelzpunkt und das Verhalten gegen verdiinnte Alkalien) 
und die Reduktion mit Eisessig-Jodwasserstoff, wobei kein Pyrrol 
erhalten wurde. DaB es sich um ein neues Blutfarbstoff- oder Gallen- 
farbstoff-Abbauprodukt handeln kénne, war wegen dieses Reduktions- 
ergebnisses ebenfalls sehr unwahrscheinlich. Die Frage nach der Natur 
dieses Kérpers lieB sich am einfachsten durch die Synthese beantworten. 
E. Pollak schreibt am Schlusse ihrer Arbeit: ,,Definitiv widerlegt ware 
die Pyrrolnatur, sobald die Erzeugung des kristallisierten Kéorpers 
ohne Hémin gelingen wiirde. Es wurden zahlreiche Versuche gemacht, 
dies zu erreichen, bis jetzt ohne Erfolg. Lediglich Chinon hatte nach 
den fuBeren Farberscheinungen denselben Effekt, in Tetrachlor- 
kohlenstoff wurde der gelbe Farbstoff beobachtet, mit Salzsaure trat 
der charakteristische Farbumschlag nach Blau ein, aber es gelang 
nicht, kristallisiertes Material zu erhalten.“ 


1 Diese Zeitschr. 198, 311, 1928. 
2 Th. Brugsch und E. Pollak, diese Zeitschr. 147, 


Biochemische Zeitschrift Band 201. 





F. Schwerdtel : 


Nachdem Frau Dr. Pollak unser Institut verlassen hatte, veranlal; 
mich Herr Professor H. Fischer, den Versuch der Farbstoffbildu: 
mit Brenzkatechin und Chinon zu wiederholen, und es gelang mir oh: 
weitere Schwierigkeiten, durch Einwirkung der genannten Koéryx 
im schwach ammoniakalischen Medium bei Zimmertemperatur de: 
Pollakschen Korper rein kristallisiert zu erhalten. Alle Eigenschaft: 
waren iibereinstimmend, wie sich aus den Daten des experimentelle: 
Teiles noch naher ergibt. Chinon ist also in seiner Wirkung mit Himi: 
iibereinstimmend, und es kann sich demgemaB beim Pollakschen Korpe: 
weder um ein Abbauprodukt des Blutfarbstoffs noch des Galle: 
farbstoffs handeln. Uber Versuche, den Reaktionsmechanismus auf 


zuklaren, wird spater berichtet. 


Versuche. 

5g Chinon (1 Mol) und 10g Brenzkatechin (2 Mol) werden in 
500 cem Spiritus gelist und 40 ccm aufstehendes Ammoniak hinzu 
gegeben. Es tritt rasch Verfarbung tiber Griin nach Rotbraun ein 
Von Zeit zu Zeit wird gut durchgeschiittelt, bzw. !., Stunde ein schwachet 
Luftstrom durchgeleitet. Schon nach 24 Stunden erhalt man im Tetra- 
chlorkohlenstoff-Auszug die unten naher beschriebene charakteristische 
Blaufirbung mit Sauren und Kristalle aus Pyridin. Nach 14 Tagen 
bzw. 3 Wochen wurden die Ansitze jeweils verarbeitet. Am einfachsten 
ist es, die filtrierten Ansatze direkt unter Zugabe eines gleichen Volumens 
Wasser so lange mit Tetrachlorkohlenstoff auszuschiitteln, bis der 
Tetrachlorkohlenstoff nur noch ganz schwach gelb gefarbt erscheint 
Die vereinigten orangegefirbten Tetrachlorkohlenstoff-Extrakte werden 
mit Wasser drei- bis viermal bis zum gianzlichen Verschwinden des 
Brenzkatechins (Priifung mit FeCl,) gewaschen, trocken filtriert und 
abdestilliert. Der Abdunstriickstand wird in wenig Chloroform gelost 
und mit 10°, iger HCl ausgeschiittelt. Der rote Farbstoff geht dadurch 
in das tiefblaue Chlorhydrat iiber, das sich, falls man konzentriert 
arbeitet, sofort in diinnen verfilzten Nadeln an der Trennungsschichit 
ausscheidet. Der Niederschlag wird abgesaugt (falls sich in kleinen 
Ansitzen kein Niederschlag abscheidet, wird mit der sauren Lésung 
weitergearbeitet) und schwach ammoniakalisch wieder in Chloroform 
getrieben. Der Farbstoff geht dabei mit seiner urspriinglichen orange 
roten Farbe in Chloroform; (falls man konzentrierte HCl anwendet 
oder langere Zeit mit Salzsiure stehen laBt, geht mit dem Chlorhydrat 
eine Veranderung vor sich, es behilt auch beim Versetzen mit Ammoniak 
seinen blauen Farbton und geht nicht mehr in Chloroform). Die Chloro 
formlésung wird nach erneutem Waschen mit Wasser und Trocken 
filtrieren abgedunstet. Tritt hierbei keine Kristallisation ein, wird 
aus Pyridin kristallisiert. Die erhaltenen Kristalle sind noch nicht 
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inalysenrein. Zur vélligen Reinigung ist es notwendig, die Kristalle 
ius Pyridin— Wasser oder sicherer in der Hiilse nacheinander mit 
\ceton und mit absolutem Benzol umzukristallisieren. Beim Erkalten 
scheiden sich aus dem Benzol sehr schéne, reine Nadeln vom Schmelz- 
punkt 195° (korrigiert) ab. 

Aus 5g Chinon erhailt man so 0.2 g¢ reinen Farbstoff, was 4°, 
\usbeute entspricht. 

Offenbar ist zeitweiliges Durchleiten von Luft fiir die Farbstoffbildung 
giinstig, obwohl in einem Parallelansatz, der mit Kohlenséure gespiilt 
wurde, keine merklich geringere Farbstoffausbeute erhalten wurde. 

Dagegen bildet es keinen Vorteil, wenn man die zur Aufarbeitung 
fertigen Ansiéitze vorher vom Alkohol befreit bzw. im Vakuum vorsichtig 
zur Trockene bringt; die Extraktion derartiger Ansaitze mit Tetrachlor- 
kohlenstoff unter RiickfluB gibt stark verminderte Ausbeuten; offenbar 
treten schon bei geringer Erwairmung Zersetzungen ein, auBerdem gehen 
auch braune Begleitfarbstoffe in den Extrakt. 

Interessant ist, daB bereits 3 Stunden nach dem Zusammenmischen 
der Ansitze daraus durch Wasserdampfdestillation kein Chinon mehr 
erhaltlich ist, selbst dann nicht, wenn man die angesduerten Ansatze mit 
FeCl, oxydiert. Aus farbstoffreichen Ansitzen, die sauer mit Wasserdampf 
behandelt wurden, laBt sich nur mehr wenig Farbstoff isolieren; er wird 
auch hier durch die Hitze rasch zerstért. 

Beim trockenen Mischen von 5g Chinon mit 40g Brenzkatechin 
tritt bereits Verfarbung iiber Griin und Braun nach Violett ein. Schmilzt 
man eine Probe dieses Gemisches im Reagenzrohr und schiittelt mit Tetra- 
chlorkohlenstoff aus, so erhait man rote Extrakte, die mit Salzsfiure nach 
Blau umschlagen. Setzt man jedoch vor dem Schmelzen Ammonnitrat xu, 
so erhalt man keinen Farbstoff. Die Versuche wurden nicht fortgesetzt. 


Eigenschaften: Der Koérper erwies sich in bezug auf Kristallform, 
Spektroskopie, Schmelz- und Misch-schmelzpunkt und _ Léslichkeit 
absolut identisch mit dem von £. Pollak aus Hamin erhaltenen Kérper, 
so daB an seiner Identitat nicht gezweifelt werden kann; aus der Bildung 
des blauen Chlorhydrats folgt die basische Natur des Farbstoffs. Gegen 
starke Sauren ist der Farbstoff schon in der Kalte ziemlich hinfallig. 
Zur Analyse wurde nochmals in der Hiilse aus Toluol umkristallisiert 
und bei 90° im Vakuum itiber Phosphorpentoxyd bis zur Konstanz 
getrocknet. Schmelzpunkt 194 bis 195° (korrigiert). 

4,620 mg Substanz: 10,725 mg CO,, 2,270 mg H,0O. 


“0-7 


3,860 ., = 0,314 cem N (17° 724 mm). 


CyeH,eN.O, Ber.: C = 63,97, H = 5,37, N= 9,34 %. 
(Formel n. £. Pollak). Gef.: C = 63,31, H = 5,25, N = 9,12 %. 


Das blaue Chlorhydrat, dargestellt durch Ausschiitteln der konzen- 
trierten Chloroformlésung mit 10°%iger Chlorwasserstoffsdure, sofortiges 
29* 
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Abfiltrieren, Nachwaschen mit 5°,iger Chlorwasserstoffsaure, wurde b 
100° iiber P,O,; im Vakuum zur Konstanz getrocknet. 


5,900 mg Substanz: 1,935 mg AgCl, 

3.600 mg Substanz: 0,265 cem N (20°, 723 mm). 
CygH,gN,O, + 1 HCl. Ber.: N 8.33%, Cl 10,54 %. 
CigHipN,O, + 2HCI. Ber.: N 7,51%, Cl 19,01 %. 

Gef.: N 8.16%, Cl 8.11%. 
Es tritt also nur ein Mol. Chlorwasserstoff ein. (Das Chlorhydrat ist, wi 
erwaihnt, nicht sehr bestandig; auch das Sulfat zersetzt sich besonders 
beim Erwarmen sehr rasch unter Braunfarbung. Auch die Acetylierung 
verlauft nicht einheitlich, sondern unter betrachtlicher Bildung von Neben 


produkten. ) 





§Spektrophotometrische; Studien an Oxyhimoglobin. 


Von 


Emerich Keve. 


Aus dem physiologisch-chemischen Institut der kénigl. ungar. Universitat 
Budapest.) 


(Eingegangen am 16. August 1928.) 


Ist fiir einen Farbstoff, wenn er in einem bestimmten Lésungs- 
mittel gepriift wird, an einer bestimmten Spektralstelle das Absorptions- 
verhaltnis A (eine von Vierordt eingefiihrte Konstante) bekannt, so 
laBt sich aus dem _ spektrophotometrisch ermittelten Extinktions- 
koeffizienten ¢ die Konzentration c, d. i. die in 1 ccm der Lésung ent- 
haltene, in Grammen ausgedriickte Substanzmenge der betreffender 
Farbstofflésung berechnen, indem c= A.e. Fir Oxyhamoglobin 
wurde diese Konstante A zuerst durch Hiifner' genauer bestimmt, 
und zwar nicht nur an einer, sondern an zwei charakteristischen Spektral- 
stellen. Dies hat den Vorteil, dafB man in der Lage ist, festzustellen, 
ob die Farbstofflésung auch wirklich rein sei, denn der Quotient der 
beiden Extinktionskoeffizienten bzw. der reziproke Wert des Quotienten 
der entsprechenden Absorptionsverhaltnisse ist ebenfalls konstant, 
und fiir je eine Farbstofflésung an der betreffenden Spektralstelle 
charakteristisch. Die eine der beiden Spektralstellen entspricht dem 
Maximum des in Griin gelegenen Absorptionsstreifens des Oxyhamo- 
globins, richtiger dem Spektralausschnitt 565 bis 554 uu, die zweite 
dem Absorptionsminimum zwischen den beiden Streifen, richtiger 
dem Spektralausschnitt 542,5 bis 531,5 uy. 

Die Nachpriifer waihlten entweder genau oder aber annahernd 
genau dieselben Stellen, erhielten jedoch nicht immer genau dieselben 
Zahlen, sei es fiir das Absorptionsverhaltnis an den besagten zwei 
Stellen, sei es fiir den Quotienten dieser Werte; daher es mir als geraten 


1 G. Hiifner, Zeitschr. f. physiol. Chem. 1, 321, 1877; Derselbe, 
ebendaselbst 8, 4, 1879; Derselbe, Arch. f. (Anat. u.) Physiol. 1894, 8S. 130 
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erschien, sowohl die Werte A wie auch den obengenannten Quotiente: 
einer erneuten Priifung zu unterziehen. 









Methodik der Versuche. 








Zu den Untersuchungen wurde ein im Institut befindliches, nac! 
Martens und Griinbaum_ verbessertes Kénigsches Spektrophotometer 
(groBe Beleuchtungsvorrichtung) verwendet, das vor etwa einem Jahr 
neu justiert und kalibriert wurde, und an einer n/400 Kaliumpermanganat 
lésung dieselben molekularen Extinktionskoeffizienten ergab, die auc} 
friiher von Jahr zu Jahr erhalten wurden?. Als Lichtquelle diente (ab 
weichend von den friiher in diesem Institut ausgefiihrten Versuchen) ein 
,.Projektionslampe“ der AEG, die den Vorteil hatte, daB das durch de: 
gliihenden Faden gebildete Polygon, in einer frontalen Ebene liegend 
symmetrisch vor der Eintrittséffnung des Apparats aufgestellt werde: 

















konnte. 

Der gewahite Spektralausschnitt wurde durch den ein fiir allema 
eingestellten Okularspalt begrenzt und schloB, da es sich um einen Prismen 
apparat handelt, in Griin ein engeres Areal als in Griingelb ein. Der Objektiy 
spalt wurde stets 0,1 mm breit genommen. 







Oxyhaémoglobin wurde aus dreimal gewaschenen und mit Athe: 
hamolysierten roten Blutkérperchen von Pferd und Hund nach der Vor 
schrift von Hoppe-Seyler bereitet und sooft es die erhaltene Menge ge 
stattete (bis zu sechsmal) umkristallisiert. In manchen Versuchsreihe: 
habe ich eine oder die andere, in anderen Versuchsreihen mehrere ode: 
alle Kristallisationen untersucht. In vielen Versuchsreihen habe ich auc} 
eine Probe des frisch defibrinierten Blutes, aus dem dann das Oxyhiaimo 
globin bereitet wurde, gepriift. In einer Reihe von Versuchen habe ic! 
in den Lésungen bloB die Extinktionskoeffizienten an den beiden erwahnte: 
Stellen, bestimmt, tund aus diesen den besagten Quotienten berechnet, 
ohne die Konzentration der Lésung zu kennen; in anderen Versuchsreihen. 
in denen auch die Konzentration bestimmt wurde, konnten auch die Wert: 












von A berechnet werden. 

Das zu untersuchende Oxyhimoglobin wurde nach altem Brauch 
in einer 0,1 °,igen Lésung von Na,CO, gelést, in den Trog eingefiillt und 
die Ablesungen in den Spektralausschnitten 565,8 bis 555,9 wu und 541,6 
bis 533,1 uu, also genau an der von Hari’, annahernd genau an den von 
den iibrigen Autoren benutzten Stellen ausgefiihrt. 















Recht ansehnliche Fehler wurden durch die anfangliche Auber 
achtlassung des Postulats verursacht, daB die in den beiden Beob 
achtungsréhren befindlichen Fliissigkeiten, die Lésung und das reine 
Lésungsmittel, dieselbe Temperatur haben miissen. Um namlich dis 
Hamoglobinlésungen vor der stets drohenden, wenn auch nur spektro 
photometrisch nachweisbaren Veranderung zu bewahren, die sie beim 












1 F. F. Martens und F. Griinbaum, Ann. d. Phys., vierte Folge, 12, 
984, 1903. 
2 H.Gombos, diese Zeitschr. 151, 1, 1924. 
3’ P. Hari, diese Zeitschr. 82, 229, 1917. 
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442 E. Keve: 
Stehen bei Zimmertemperatur erleiden konnten, hatte ich sie stet: 
bis unmittelbar vor dem Gebrauch im Eisschrank verwahrt; wahren 
die Réhre mit dem Lésungsmittel, da ich immer bei derselben Schicht 
dicke arbeitete, von einer zur anderen Ablesung auch Tage lang in 
Apparat belassen wurde, und zwar in einem in den Wintermonate: 
oft stark iiberheizten Laboratoriumsraum. Davon aber, dab aus einen 
erheblichen Temperaturunterschied zwischen Liésung und Lésungs 
mittel stérende Fehler resultieren kénnen, habe ich mich in eigens zu 
diesem Behuf ausgefiihrten Versuchen iiberzeugen kénnen. Es war 
also durchaus angebracht, alle Versuche, in denen dieses Moment 
noch keine Beriicksichtigung fand, als fehlerhaft zu betrachten. 


* grin 


A, Der Quotient 


*gelbgrin 

Unter den nachstehend zu besprechenden je sechs an Pferde 
und an Hundeoxyhimoglobin ausgefiihrten Versuchsreihen gab es 
vier bzw. fiinf solche, in denen auch die Konzentration der betreffenden 
Lésung genau bekannt war, daher in ihnen auch die  spezifischen 
Extinktionskoeffizienten bzw. deren reziproke Werte, die Absorptions 
verhiltnisse, berechnet werden konnten. Uber diese wird im nichsten 
Abschnitt unter B. berichtet. Hier sollen auBer diesen auch diejenigen 
Versuchsreihen besprochen werden, in denen jene Konzentration 
nicht bekannt war, jedoch auch nicht bekannt sein mul, da doch jener 
Quotient fiir jede Farbstoffkonzentration denselben Wert aufweist 
Die so erhaltenen Quotienten sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 


Aus Tabelle I ist zu ersehen, daB sowohl am Pferde- wie auch 
am Hundehimoglobin die erste Kristallisation die héchsten Werte fiir 
den Quotienten aufweisit, und zwar nicht nur im Durchschnitt der an 
verschiedenen Tieren ausgefiihrten Versuche, sondern mit vereinzelten 
Ausnahmen auch an jedem einzelnen Oxyhimoglobin. Das am Pferde 
bzw. am Hundehimoglobin erhaltené Gesamtmittel betragt bei der 
ersten Kristallisation 1,619 bzw. 1,611; die entschieden geringeren 
Werte der zweiten Kristallisation im Betrage von 1,582 bzw. 1,581 
sind an beiden Tierarten identisch; von der dritten Kristallisation 
angefangen bis zur sechsten zeigen die Quotienten am Pferdehimo 
globin auch weiterhin noch eine leise Tendenz zur Abnahme. Da an 
Hunden selbstredend weit weniger Blut von einem Tiere erhalten 
werden konnte, gelang es hier nicht, iiber die dritte Kristallisation 
hinauszukommen. 

Vergleichen wir nun auf Grund der nachfolgenden Tabelle I! 
die von mir soeben mitgeteilten Werte mit denen der friiheren Autoren 


so ergibt sich folgendes: 
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Spektrophotometrische Studien an Oxyhamoglobin. 


Tabelle II. 





Benutztes Spektralausschnitt 


> é - 6 . 
Spektrophotometer ones Praparat grin * “gringelb 


Autor 
565—554 Oxyhamoglobin 

Hiifner sches und 4 vom Rind; 
542,.5—531.5 1 2. Kristallisation 


Hiifner 
1894 


a 0 4 
565—554 l xyhamoglobin 
von 
Thalassochelys; 
1. Kristallisation 


Bardachzi 


1906 Hiifner sches und 


542,5—531,5 | 


564.6—556.1 Oxyhamoglobin 
Hiifner sches und vom Rind; 
542— 533.5 | mehrfach krist. 


Butte rfield 
1909 


_— ‘ie 564,5—556.5 Oxyhamoglobin 
1911 iifner sches ; und vor | Pferd; 
542—534 || 2. u. 3. Krist. 
565.8—555.9 | Oxyhamoglobin 
Kéinig sches und vom Pferd: 1.605 
541,6—533,1 | 1. Kristallisation 


Hari 
1917 


Kom biniertes 
Glan-Thomson- 560 and 540 
Martens sches 


| Haimolysiertes 


Kennedy 
| Hundeblut 


1927 1.630 


1,582 (2. Kr.) 
1,579 (3. Kr.) 


a pe RS vom Pferd; 

Konig 565,8—555,9 1. bis 3. Krist. 
suche 1928 |, Martens win Oxyhiamoglol 1,611 (1.K 

Griinbaumsches 541,6—533.1 xy hbamogiobin O12 (1. Kr.) 

vor, Hund: 1,581 (2. Kr.) 

| 1.558 (3. Kr.) 


Oxy hamoglobin 1,619(1. Kr.) 
j 
} 


Kigene Ver- 
1. bis 3. Krist. 


Von meinen an den ersten Kristallisationen erhaltenen Quotienten 
weichen die der friiheren Autoren teilweise recht erheblich ab, teilweise 
stimmen sie mit jenen sehr gut iiberein. Unstimmigkeiten kénnen 
durch so manche Momente bedingt sein: a) wenn auch prinzipiell an 
jedem tadellos justierten und kalibrierten Spektrophotometer, auch 
verschiedenster Konstruktion, dieselben Werte erhalten werden miissen, 
kénnen die Fehler der alteren Konstruktionen sich doch stark bemerkbar 
machen; b) es kénnte vielleicht auch der Umstand eine Rolle spielen, 


von welcher Tierart das Haimoglobin herriihrt; ist es doch neuestens 


von Valér! sichergestellt, daB Hiamoglobine verschiedener Herkunft 
bei gleichem Eisengehalt erhebliche Unterschiede im Schwefelgehalt 
aufweisen kénnen, was sich allerdings nicht auf die chromophore Gruppe, 
sondern auf die Globinkomponente des Blutfarbstoffs bezieht; c) ganz 
gewih kommt aber nach meinen obigen Befunden dem Umstande eine 
etnscheidende Rolle zu, ob es sich um die erste Kristallisation oder aber 


''mkristallisationen handelt. 


1 J. Valér, diese Zeitschr. 190, 144, 1927. 
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Haris' Untersuchungen wurden am Blute und an erstmal! 
kristallisiertem Oxyhimoglobin von mehreren Pferden und von einig: 
Hunden ausgefiihrt. Bei diesem Vergleiche sollen aber alle von Ha 
an Pferde- und an Hundeblut, sowie am Hiamoglobin von Hund 
(bloB drei Tiere!) erhaltenen Werte auBer Betracht bleiben, und si: 
in obiger Zusammenstellung nur seine an Oxyhamoglobin von 16 Pferd« 
erhaltenen Daten beriicksichtigt. Der Mittelwert dieser Versuc! 
stimmt mit den meinigen vorziiglich iiberein, was um so bemerkens 
werter ist, als seine Untersuchungen mittels des alten Modells, mein 
aber, wie erwihnt, mittels des von Martens und Griinbaum verbesserte: 
Modells des Kénigschen Spektrophotometers ausgefiihrt wurden. 

Es besteht aber auch eine weitere Ubereinstimmung zwische) 
meinen und den Hérischen Werten, die allerdings einer naheren E: 
klarung bedarf. Der Durchschnitt der Quotienten betrug namlic! 


bei Hari 
an der sofort untersuchten Lésung 
an der innerhalb der ersten 24 Stunden untersuchten Lésung 1, 


an der innerhalb der ersten 48 Stunden untersuchten Lésung 1, 


bei mir 


in der Lésung der I. Kristallisation 1,619 


9 ae |S ” 


582 


= * Bee 9 ea oe eee 
1,557 


ews * Tea ee 


Der auffallende Parallelismus in der Abnahme des Wertes des aby 
Quotienten, einerseits wihrend des Stehens der Lésung bei Hari se 
andererseits im Verlauf des wiederholten Umkristallisierens bei mir La 
legt den Gedanken nahe, daB es sich in beiden Fallen um denselben die 
Vorgang handelt, nimlich um eine fortlaufende, wenn auch chemisch 
nicht faBbare, jedoch spektrophotometrisch nachweisbare Veranderung 
des Oxyhamoglobins, so dab wiederholte Umkristallisation ebenso 
von Schaden ist, wie Stehenlassen (hieriiber siehe weiteres auf S. 449 


unf 
Tre 
vor 
Ko 

Weiterhin wird es aber auch klar, warum Hiifner', der einma! bre 
Letsche?, der zwei- und dreimal umkristallisiertes Rinder- bzw. Pferdé fuh 
hamoglobin untersuchte, 1,58 erhielt, also genau denselben Wer 
wie ich bei der zweiten und dritten Kristallisation bzw. Hari* an de: 
linger stehengelassenen Lésungen. Dasselbe gilt auch fiir Butterfields' 


gan 
ihm 
and 


des 
1 le. 
2 E. Letsche, Zeitschr. f. physiol. Chem. 76, 243, 1911. 


l. e. 
E. E. Butterfield, Zeitschr. f. physiol. Chem. 62, 173, 1909. 
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i-rgebnisse an mehrfach umkristallisiertem Rinderhimoglobin. Auch 

es méglich, sogar sehr wahrscheinlich, daB die Untersuchungen 

r genannten Autoren, nicht wie meine bzw. die von Hari, ,,sofort* 
nach Herstellung der Lésung untersucht wurden. Andererseits ist 
auch wohl anzunehmen, daB das Hiifnersche Spektrophotometer. 
das seinerzeit wohl einen groBen Fortschritt gegeniiber den V ierordt- 
schen bedeutete, nicht das an Genauigkeit leistete, wie das Kéniqsche. 
namentlich in der Verbesserung von Martens und Griinbaum. An die 
Unstimmigkeiten zwischen meinen und den Bardachzischen! Werten 
bzw. an die Ubereinstimmung meiner und der Kennedyschen? Werte 
will ich keinerlei weitere Reflexionen anschlieBen, da die Versuche 
des erstgenannten Autors an Oxyhamoglobin aus Thalassochelysblut, 
die des zweitgenannten aber an hamolysiertem Hundeblut ausgefiihrt 


wurden. 


B. Das Absorptionsverhdlinis A. 


Der unter A. besprochene Quotient konnte auch in solchen Ver 
suchen berechnet werden, in denen die Konzentration der untersuchten 
Farbstofflésung ungenau oder gar nicht bekannt war. In einer kleineren 
Anzahl von Versuchen war aber die Konzentration genau bekannt, 
so daB auch die spezifischen Extinktionskoeffizienten und aus diesen 
auch das Absorptionsverhaltnis an den betreffenden Spektralstellen 
berechnet werden konnten. 

‘ 

Allerdings bereitete die Konzentrationsbestimmung  gewisse 
Schwierigkeiten. Wird namlich das kristallisierte Oxyhimoglobin 
abgenutscht, so erhalt man einen Kristallkuchen, der etwa die Hilfte 
seiner Masse Wasser enthialt. Diese Kristallmasse, wie andere 
Laboratoriumsprodukte zu trocknen, geht infolge der Verinderungen, 
die das Oxyhimoglobin hierbei (wenigstens in optischer Beziehung) 
unfehlbar erleidet, nicht an. Ich hatte aber auch Bedenken, die 
Trocknung im H-Strome, wie es von Biirker* bei héherer Temperatur 
vorgeschlagen wurde, vorzunehmen, daher ich bemiibigt war, die 
Konzentration der Losung aus dem Trockensubstanzgehalt des Kristall- 
breies zu berechnen, aus dem jene Lésungen bereitet wurden. Doch 
fihrte auch dies nicht einfach zum Ziele. Denn auch, wenn ich den 
ganzen Kristallbrei gleichmaBig verrieben zu haben vermeinte und 
ihm dann einige Proben zur Trockensubstanzbestimmung und einige 
andere zur spektrophotometrischen Priifung entnahm, gelang es infolge 
des ungleichmaBigen Wassergehalts der einzelnen Proben, weder fiir 


F. Bardachzi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 49, 470, 1906. 
R. P. Kennedy, Amer. Journ. of Physiol. 79, 346, 1927. 
Biirker, Tigerstedts Handb. d. physiol. Method. 2, 94. 
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den Trockensubstanzgehalt, noch aber, hieraus berechnet, fiir ic 
spezifischen Extinktionskoeffizienten tibereinstimmende parallele Werte 
zu erhalten. Als ich aber dem Kristallbrei, wie friiher, einige Proben 
zur spektrophotometrischen Priifung entnahm und jeweils ungefilhy 
die Halfte jeder einzeinen Probe bis zur Gewichtskonstanz trocknete 
konnte ich erhoffen, daB der so ermittelte Wert auch wirklich den 
Trockensubstanzgehalt der dazu gehérenden, zur Spektrophotometri: 
bestimmten Probe richtig ergebe. Meine Erwartungen haben sich als 
richtig erwiesen, und es gelang, auf diese Weise meistens hinreichend 
uibereinstimmende parallele spezifische Extinktionskoeffizienten zu 
erhalten. War dies trotzalledem nicht der Fall, so wurden die Versuch. 
als miblungen verworfen. 


In den nachfolgend zu besprechenden Versuchsreihen wurc 
sowohl das Produkt der ersten Kristallisation, wie auch das der weiteren 
Umbkristallisationen gepriift, und zwar wurden an jedem Praparat 
zwei Lésungen hergestellt und nur solche Versuchsreihen beriick 
sichtigt, in denen die beiden Parallelversuche hinreichende Uberein 
stimmungen zeigten. 

1. Pferdehimoglobin. Die Ergebnisse dieser Versuche sind in 
nachfolgender Tabelle III zusammengestellt. 

Der Tabelle III ist zu entnehmen, dab die spezifischen Extinktions- 
koeffizienten an der ersten, zweiten und dritten Kristallisation leidlich 
iibereinstimmen, wahrend die weiteren, namentlich die vierte und 
sechste, erhebliche Unterschiede sowohl untereinander als auch gegen. 
iiber den vorangehenden Kristallisationen aufweisen. Die Annahnx 
laBt sich nicht von der Hand weisen, daB durch wiederholtes Um 
kristallisieren das Oxyhamoglobin Schaden nimmt, oder zum mindesten 
gewisse Verinderungen erleidet, die sich in seinem spektrophoto 
metrischen Verhalten aiuBern. So konnte ich anlaBlich der letzten 
Kristallisationen unter anderem beobachten, daB die Léslichkeit der 
zum Umbkristallisieren bestimmten Masse entschieden abnimmt, was 
vielleicht auf einer Denaturierung durch die wiederholte Behandlung 
mit Alkohol zuriickgefiihrt werden kann. Es diirfte also gerechtfertigt 
sein, von den letzten Kristallisationen, die ohnehin bloB an Hamo 
globin 5 und 6 durchgefiihrt werden konnten, abzusehen und _ blol! 
die Produkte der ersten drei Kristallisationen in den Bereich unserer 
Betrachtungen zu ziehen. Auch hier zeigen sich zwar Abweichungen 
doch sind sie geringer, und da sie, wie nachstehend gezeigt werden 
sol), korrigiert werden kénnen, lassen die Versuche sich zur Berechnung 
gesicherter Konstanten verwenden. Die niedrigeren aus der Reil 
der iibrigen springenden Werte kénnen auf zweierlei Ursachen zuriick 
gefiihrt werden: a) Dem Oxyhamoglobin kénnen Verunreinigungen 
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anhaften, wie dies unter anderen von Abderhalden'! angegeben wir: 
b) bei der bekannten Schwierigkeit, Oxyhimoglobin trocken zu |, 
kommen, kann auch der verschiedene Wassergehalt der verschiedenen 
Praparate eine Rolle spielen. Welches der beiden Momente vorliegt 
laBt sich zuverlaBlich aus dem Eisengehalt der Praparate beurteilen 
der, an der bis zur Gewichtskonstanz getrockneten Substanz n: 

Willstitter? bestimmt, ebenfalls aus Tabelle II] zu_ ersehen ist 
Handelt es sich um eine Verunreinigung der Praparate, so muB sic! 
dies in einer Verringerung des Eisengehaltes zeigen, und, da die Meng: 
der anhaftenden Beimengungen bei wiederholter Umkristallisierung 
naturgem&éB abnimmt, muB sich dies in einem steigenden Eisengehalt 
jeder weiteren Kristallisation offenbaren. Sind hingegen die Ver 
schiedenheiten im spektrophotometrischen Verhalten durch den ver 
schiedenen Wassergehalt der verschiedenen Praparate bedingt, so ist 
der Eisengehalt unabhangig davon, ob es sich um die erste oder letzt: 
Kristallisation handelt. Nun ist aus Tabelle III zu ersehen, daB beinal. 
jede der einander folgenden Kristallisationen sowohl einen ganz hohen 
als auch einen ganz niedrigen Eisengehalt aufweist; so die erste zwa 
auch 0,327°,, jedoch auch 0,341°,; die zweite 0,331 und 0,342 

die dritte 0.326 und 0,345°,; die vierte 0.328 und 0,340°,; so dal 
fiiglich angenommen werden kann, daf die niedrigsten Werte nicht 
durch stairkste Verunreinigung, die héchsten nicht durch héchst: 
Reinheit bedingt sind, sondern davon abhingen, inwieweit es gelunge: 
ist, das betreffende Priparat mehr oder minder frei von Wasser zu 
bekommen. Nach alledem erscheint es also gerechtfertigt, die Er 


gebnisse der verschiedenen Versuchsreihen und Kristallisationen, un 
sie miteinander vergleichen zu kénnen, auf einen einheitlichen Eisen 
gehalt zu reduzieren, zu welchem Behufe es mir als richtigsten erschien 
den in meinen Versuchen vorgekommenen héchsten Wert von 0,345 
anzunehmen (der etwas héher ist als der Durchschnitt der in der Literatur 
angegebenen Werte), da auf diese Weise dem etwaigen systematische! 
Fehler der Eisenbestimmung Rechnung getragen wird. 


Auf Grund dieser Berechnung ergaben sich die in der Tabelle |\ 
zusammengestellten Daten, die beziiglich der Ubereinstimmung inne! 
halb je einer Kristallisation nicht mehr viel zu wiinschen tibrig lassen 


jedenfalls weit besser sind als die der Tabelle II]. Aus diesen Daten 


geht zunachst hervor, daB die spezifischen Extinktionskoeffizienten in 
Griin von der ersten bis dritten Kristallisation deutlich ab-, im Gelbgrii: 
aber zunehmen. Es ist dies dieselbe Erscheinung, die bereits von Har 
allerdings nicht im Verlauf wiederholter Umkristallisierung, sonder! 


1 E. Abderhalden, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 484, 1903. 


2 R. Willstdtter, Ber. d. deutsch. chem. Ges. 58, 2, 1152. 
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Tabelle IV. 
ezifische Extinktionskoeffizienten bei Reduktion auf denselben Eisen- 
gehalt. 





Oxyhamoglobin Erste Kristallisation Zweite Kristallisation Dritte Kristallisation 


von Grun Grungelb Grin Grungelb Grun Grungelb 


0.872 0,539 O872 0.556 0,851 

| O,857 0.5382 0.878 0.559 0.858 
Mittelwert: 0.865 0.536 0.875 0.557 0.854 
{ 0,860 529 0.849 0.531 0.848 

| O8638 0.536 0.865 0.540 0.849 
Mittelwert: 0.861 0.533 0.857 0.535 0.848 
{ 0870 0.53% 0.857 0.540 0.846 

1 OS866 0.53: O.856 0.541 0.844 


Mittelwert 0.868 0.535 0.856 0.540 0.845 


O.874 0.539 0.863 0.552 O.870 
| 0869 0.544 0.887 0.565 0.873 
Mittelwert: 0,871 0541 O.875 0.568 0.871 


Gesamtmittel: 0,865 0.533 OS64 OAT O854 0545 


wahrend des Stehens einer Haimoglobinlésung im Eisschrank beobachte 
wurde. Hieriiber sagt zwar Hari! auf Grund seiner Tabelle VIII ,, . 
laB sich der Extinktionskoeffizient im Zwischenraum auch nach tage- 


langem Stehen in der Regel nur wenig und meistens bloB innerhalb 


der Grenzen der unvermeidlichen Versuchsfehler verandert 
Hinzugefiigt muB aber werden, daB, was Hari vielleicht iibersehen 
ler als Versuchsfehler angesehen hat, die Lichtextinktion im Gelbgriin 
wahrend des Stehens der Lésung auch in einigen seiner Versuche nicht 
ibnimmt, sondern sogar gréBer wurde. Wie bereits 8. 444 erwahnt, 
liirfte es sich bei der wiederholten Umkristallisierung (bei mir) und 
wahrend des Stehens der Lésung (bei Hdéri) um denselben Vorgang 
handeln, namlich um eine nicht chemisch, wohl aber spektrophoto- 
metrisch nachweisbare Anderung des Farbstoffs. 

Aus dem Vergleich der an den vier verschiedenen Oxyhimo- 
globinen bei je einer Kristallisation erhaltenen Mittelwerte geht aber 
noch ein Weiteres hervor. Die maximalen Unterschiede betragen in 
Prozenten von den kleineren Werten aus berechnet: 





In Griin In Griingelb 
m \ 


Erste Kristallisation 


Zweite Kristallisation 
Dritte Kristallisation 


S. 276. 
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Dies bedeutet, daB die erste Kristallisation wider alles Erwart: 
die am besten iibereinstimmenden Werte liefert, und daB die Werte um so 
unsicherer werden, je 6fter man umkristallisiert, was wir tibrigens in 
stiirkerem Grade bei der vierten bis sechsten Kristallisation sahen 
Hieraus folgt endlich, daB die an der ersten Kristallisation erhaltenc» 
spezifischen Extinktionskoeffizienten allein richtig bzw. charakteristisc| 
sind. Insbesondere ergibt sich aus dem Gesamtmittelwert der vier 
Oxyhaimoglobinpraparate fiir A, d. h. fiir den reziproken Wert der 
spezifischen Extinktionskoeffizienten, tm Griin 0,001156, im Griingelh 
0,001 876. 

2. Hundehdimoglobin. Weit weniger befriedigend, zum Teil auch 
recht merkwiirdig sind die an Himoglobinen von fiinf Hunden er 
haltenen Ergebnisse, obzwar hier unter denselben Kautelen wie a: 
Pferdehimoglobinen gearbeitet wurde, und auch hier bloB die durc! 
iibereinstimmende Parallelergebnisse sichergestellten Versuche Beriick 
sichtigung fanden. Die an verschiedenen Hunden erhaltenen Hamo 
globine weisen innerhalb der ersten, besonders aber innerhalb der 
zweiten Kristallisation sehr bedeutende Unterschiede auf; ebenso groli 
sind die Unterschiede an demselben Hamoglobin, wenn es zum ersten 
und zum zweiten Male kristallisiert gepriift wurde. 


Tabelle V. 
Spezifische Extinktionskoeffizienten. 





Oxyhamo: Erste Kristallisation Zweite Kristallisation Dritte Kristallisation 

globin Griin Gringelb Fe Grin "/Grangelb Fe Grin Griingelb Fe di 
bina e & lo & & "lo ‘ & da 
ch 

{ : at oa ; : 0,832 0,581 | 9 a9 

Hund 1 0840 0534 | 0.33 

89¢ 57 ger } 52! aor! 0,825 536 on 
9 0,899 0,571 ly 335 0,806 0 320 | 9.335 0825 0 536 | 9 33) un 
” 0.840 0.558 | 0.840 0.5382 | 0.854 0.554 || Wi 
af 0,849 | 0,525 |g aaq 0,840 -0,528 |) 99. 0,831 0.531 | poo wu 
» 31 0848 0,580 19939 os45 0532 (°° osa1 0531 O°" 


0,877 | 0,534 |pagr 0,799 0,599 |p a 
. | o'ss4 | 0540 | 9827) o'g00 0,513 | 9-38! 


0.811 0,501 \,o0, 0,744 0.466 \_ ao-) 0,863 0,560 , 
1! 0.803 0,500 j 0,334 0,745 0,467 j 0,335 0.853 0562 {| °*" 


Die Unstimmigkeiten sind so groB, daB es weder einen Zweck 
hat, die Korrektion fiir die iibrigens recht geringen Schwankungen in 
Eisengehalt (wie dies am Pferdehimoglobin mit so gutem Erfolg geschah 
vorzunehmen, noch aber gerechtfertigt erscheint, aus den so starif 
divergierenden Werten einen Mittelwert zu berechnen. Diesen gai 
unerklarlichen Unstimmigkeiten Rechnung tragend, wollen wir blo! 
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die dritte Kristallisation in Betracht ziehen, die durchweg besser 
iibereinstimmende Werte aufweist, und hier die Reduktion auf den 
héchsten an den Hundehaimoglobinen erhaltenen Eisengehalt, auf 
0.338 &. vornehmen. 
Tabell VI. 
Spezifische Extinktionskoeffizienten der dritten Kristallisation; auf den 
selben Eisengehalt reduziert. 





Oxyhamoglobin Grin Griingelb 

von 
0.839 0,536 
Hund 1 - 0.848 0539 
Mittelwert: 0.843 0.537 
o . 0,830 0.540 
ft gst | 0.859 0.557 
Mittelwert: 0,845 0.548 
3 he { O831 0.531 
eee , ae 0,831 0.531 
Mittelwert: 0.831 0.531 
6 { 0,889 0.577 
PS eee ee 0.879 0,579 
Mittelwert: 0.884 0.578 
Gesamtmittel : O851 0549 


Diese Mittelwerte stimmen vorziiglich mit denjenigen iiberein 
die wir bei der dritten Kristallisation am Pferdehimoglobin sahen 
doch kénnen wir sie, weil es nicht die erste Kristallisation ist, nicht als 
charakteristisch ansehen. 


3. Vergleich der fiir das Absorplionsverhdltnis von friiheren Autoren 
und von mir erhaltenen Werte. Von den am Hundehimoglobin erhaltenen 
Werten will ich gerade, weil sie bei der dritten Kristallisation erhalten 
wurden, daher nicht als charakteristisch gelten kiénnen, absehen und 
mich nur an die unter 1. beim Pferdehamoglobin der ersten Kristallisation 


Tabelle VII. 





Autor Agran: 1 | Agraageip: 1” 
Hiifner ... ; 1.31 2.07 
Bardachzi . 1,312 2.07 
Butterfield . , 1,177 1.86 
Leteche .... 1,32 2.08 
er a xk a 4 1,168 1,88 
Kennedy . . 1,165 1,90 
Kigene Versuche. 1,156 1,876 


Biochemische Zeitschrift Band 201 30 
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erhaltenen spezifischen Extinktionskoeffizienten bzw. an die aus ihne) 


berechneten Absorptionsverhaltnisse halten. 


Vergleicht man meine Werte mit denen der friiheren Autoren 
so ist es von vornherein wahrscheinlich, daB eine Ubereinstimmun, 
nur in den Fallen wird gefunden werden kiénnen. wenn es sich, so wir 
bei mir, um die erste Kristallisation handelt. Dies ist jedoch, wie au 
Tabelle II zu ersehen ist, nur noch bei Hari der Fall. Die Ursach 
der Unstimmigkeiten war schon auf 8. 444 besprochen 


Spektrophotometrische Hdmoglobinbestimmung im Blute auf Grund d 


Absorptionsverhdltnisse. 


Es wurde vielfach vorgeschlagen, im Blute, nachdem man es i) 
genau bekanntem Grade verdiinnt hat, aus den Extinktionskoeffiziente: 
an einer der im vorangehenden Texte erwihnten Spektralstellen, ode: 
an beiden, mit Hilfe des Absorptionsverhaltnisses die Hamoglobin 
konzentration zu berechnen, indem c= e¢.A. Waren nun im Blut: 
auBer dem Hamoglobin keine anderen (im Plasma) gelésten Farbstoff 
enthalten, oder ware deren Lichtabsorption so gering, dab sie nebe: 
der des Oxyhamoglobins vernachlassigt werden kann, so miibte sic! 
dies darin auBern, dai der unter A. behandelte Quotient der Extinktions 


& é 

= grtin » elbgriin 
koeffizienten, also . bzw. der Wert —* am Blute den- 
é 


gelbgriin ** grin 
selben Wert hat, wie wir es am Oxyhimoglobin sahen. Derk 
geht aus den Versuchen mehrerer Autoren hervor, doch stehen 
hiermit meine diesbeziiglichen Versuche direkt im Gegensatz. Vor 
defibrinierten Pferdeblut bzw. Hundeblut, aus dem Oxyhamoglobi: 
fiir die unter A. und B. besprochenen Versuche bereitet werden sollt« 
habe ich jedesmal ein wenig mit einer 0.1 °,igen Lésung von Na,CO 
verdiinnt, an diesen Lésungen die Extinktionskoeffizienten bestimmt 
und an ihnen den Quotienten berechnet. Diese Werte sind im letzte: 
Stabe der Tabelle I eingetragen und ist .aus ihnen zu ersehen, dab di: 
Mittelwerte, 1,573 am Pferd, 1.560 am Hund, von den richtigen, an de: 
ersten Kristallisation erhaltenen Werten 1.619 und 1.611 um 2,6 und 
3°, abweichen. Hieraus folgt, dab, wenn man in einer Blutprobe di: 
Hamoglobinkonzentration auf Grund der Gleichung ¢ = é&,.4, - Agr 


> 


berechnet, die beiden Werte um 2!,, bis 3 


und ¢ Egelbgriin ° A settgran 
voneinander verschieden sein miissen. Nimmt man den Mittelwert 


der so erhaltenen Konzentrationen, so wird der Fehler nicht imme: 
geringer, denn es 14Bt sich nicht entscheiden, ob der fiir das Blut 
charakteristische kleinere Quotient dadurch bedingt ist, daB «,, 
im Vergleich zum selben Wert am Oxyhamoglobin klein, ¢,,.,, 


aber gro} ist. 
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Kurz zusammengefabt lauten die Ergebnisse dieser Arbeit, die 
uf Anregung und unter Leitung des Herrn Prof. Paul Hari ausgefiihrt 


urde, wie folgt: 
L. Der Quotient &54) ¢— 533.1: &ses.2— 55.9 hat am erstmalig kristallisierten 
Oxyhdmoglobin vom Pferd bzw. Hund den Wert 1,62 baw. 1.61: an um- 
ristallisiertem Oxyhdimoglobin erhdilt man um so geringere Werte (his 


erunter zu elwa 1,55), je Gfter man umkristallisiert. 
2. Am erstmalig kristallisierten Oxyhdimoglobin vom Pferde ist 


f 5e1.6—s3,2. = TUNG 1,16, Ages o— aeg9 = Fund 1,88. 


3. Die spektrophotometrische Hdadmoglobinbestimmung im Blute ist 


mit einem prinzipiellen Fehler von 3°, in maximo behaftet; hierin sind 


iblesungs- und Verdiinnungsfehler nicht mit einbegriffen 





Das Sesamin. 


Von 
J. Béeseken und W. D. Cohen. 


(Aus dem Laboratorium voor Organische Scheikunde der Technische 
Hoogeschool, Delft.) 


(Eingegangen am 17. August 1928.) 


Das Sesamin der dritte Bestandteil im Unverseifbaren des 
SesamOls ist bis jetzt noch ziemlich wenig untersucht!, und die 
Forschungen geben nur einen mangelhaften Einblick in die empirische 
und strukturelle Zusammensetzung dieser Substanz. 

Es schien deshalb nicht uninteressant, eine weitere Erforschung auf 
diesem Gebiete anzustellen, und besonders einen eventuellen Zusammen 
hang mit dem analytisch wichtigen Sesamol (C,;H,O,) festzustellen 
Schon vor mehr als 10 Jahren hat der eine von uns (Béeseken) das 
Sesamin in den Kreis seiner Untersuchungen gezogen, dieselben jedoch 
wegen Mangel an gréBeren Mengen Rohmaterial und auch wegen Un- 
sicherheit der Resultate wieder aufgegeben. Nachdem uns jedoch 
durch das freundliche Entgegenkommen der N. V. Fransch-Hollandsche 
Oliefabrieken Calvé-Delft eine fiir unseren Zweck geniigende Menge 
Rohmaterial? zur Verfiigung stand, wurden die alten Untersuchungen 
voni zweiten von uns (Cohen) wieder aufgenommen und zu einem ge 
wissen, allerdings noch nicht definitiven AbschluB gebracht. Inzwischen 
haben sich offenbar Bertram, van der Steur und Waterman*® mit demselben 
Problem befabt, und dieser Umstand zwingt uns, die jetzigen Resultat: 
unserer eigenen Untersuchungen kurz bekannt zu geben, besonders 
weil unsere Resultate in einigen wichtigen Punkten nicht mit den 


ihrigen tibereinstimmen. 


1 Eine Zusammenfassung unserer bisherigen Kenntnisse wurde vor 
Heiduschka (Int. Congress of atplied Chemistry 11, 13, 1912, daselbst div 
friiheren Literaturangaben) gegeben. 

2 Es war wahrscheinlich erhalten als Abfallprodukt der Raffinations 
technik und besteht aus Rohsesamin, das mit Sesamdlfettsiuren durc! 
trankt ist. Die Fettséuren wurden durch Dekantieren mit Ligroin entfernt 
und das Sesamin aus 96°, igem Alkohol unter Zugabe von Norit kristallisiert 
Nach einmaliger Kristallisation wurde es schon als schwach gelblich gefarbt: 
Kristallnadeln vom Schmelzpunkt 122° erhalten. 

3 Bertram, van der Steur, Waterman, diese Zeitschr. 197, 1, 1928. 
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Das Sesamin ist wie auch Bertram usw. betonen ein auBerst 
esistenter Korper 
m Hochvakuum bei etwa 235°, zeigt dann aber noch ganz stark die 
Baudouinsche Sesamélreaktion, und letztere verschwindet auch nicht 
iach wiederholtem Umkristallisieren aus reinem Alkohol. Jedoch ver- 
schwindet diese Reaktion sofort beim Kristallisieren aus schwach salz- 
siurehaltigem Alkohol, wodurch auch die Bildung schéner Kristalle 
Jedoch soll diese Kristallisation mit Salzsiure 


Das vorgereinigte Praparat destilliert unzersetzt 


stark geférdert wird 
méglichst rasch ausgefiihrt werden, weil das Sesamin unter diesem 
Umstande zwar langsam einer Umlagerung unterliegt. 


Das so erhaltene Sesamin zeigt nachfolgende Eigenschaften und 
analytische Daten: Es kristallisiert in blendend weifen harten Nadeln, 


welche Ofters warzenartig gruppiert sind. 


122,5°. * Optische Aktivitdt [alp + 68,6°; Lésungsmittel: 


Schmelzpunkt 
18°. Molekulargewicht ebullioskopisch bestimmt ; 


Chloroform; c 3 %3 t 
Lésungsmittel Aceton. 





Sesamin Aceton 

g & 
0.3956 »,4E 0,233° 346 
0.4565 3 0,301 351 
0,6122 32! 0.358 352 
0.7780 Se 0,410 352 


Nach der Mikromethode von Rast (Lésungsmittel Campher) 0,350 mg 
Sesamin in 6,83] mg Campher 


A; 5,8, 5,6, 5,8, 5,79; M: 359. 


Elementarzusammensetzung (Praiparate getrocknet iiber P,O,) 


a) nach Liebiqg (modifiziert von Cohen). 





oesamin H,O co, H 
mg 
120.7 55.3 299.8 


110.3 51,6 273.8 
115.8 53.2 288.0 


b) Mikroanalyse (Methode Miiller-Willenberg, modifiziert von Cohen). 





ne H,O co, H 
mg 


12,880 5,928 32,043 


9,050 4,079 22.491 
13,735 6,398 34,095 
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und H-Bestimimung und direkte O-Bestimmung nach ter Meule) 
Heslinga'. 





H 

5.05 

5.25 

5.05 
Mitte! aller Bestimmungen. 
H: 5,1, ¢ 


Berechnet fiir C,,H,0O, 
H: 6,1, C 


Die Molekulargewichtsbestimmungen (im Mittel 352) deuten jedoch 
auf das doppelte Molekulargewicht hin (berechnet fiir C,)>H,,0, 354 
Die empirische Zusammensetzung des Sesamins ist also Cy. H,,0, 
welche nur um 1 Atom H von derjenigen abweicht, die von Heiduschka 


angefiihrt wird (Cy_Hy9Q¢). 


Reaktionen des Sesamins. 

Die Zinkstaubdestillation lieferte Resultate, welche mit denjenige: 
Bertrams usw. vollig tibereinstimmen; es wurden Produkte erhalte: 
mit polyphenolischen Eigenschaften 

Von Reduktionsmitteln wird das Sesamin durchaus nicht an 
gegriffen, es bleibt sogar ganz unverandert, wenn es im Hochdruck 
autoklaven mit Wasserstoff und Ni als Katalysator bei 100 Atm. und 
250° wihrend lingerer Zeit erhitzt wird. Bei noch héherer Temperatur 
(bis 300°) wird die Substanz vollig zersetzt und es resultieren nur Teer 
produkte, welche dieselben Eigenschaften aufweisen wie diejenige! 
der Zinkstaubdestillation. 

Die Oxydation ist von uns unter verschiedenen Bedingunge! 
ausgefiihrt worden, jedoch wurde dabei das Sesamin gar nicht angegriffen 
oder es wurde vollstandig oxydiert. Irgend eine Zwischenstufe der 
Oxydation konnte nicht gefabt werden. 

MaBig verdiinnte Schwefelsdure greift das Sesamin nicht an und 
von starker Saure wird die Substanz tiefgehend zersetzt. Auch i 


Essigsiureanhydridliésung wird das Sesamin von konzentrierter Schwefe! 
siure stark angegriffen, wie schon von Bémer® beobachtet wurde. E> 
entsteht dabei ein Reaktionsprodukt, das nach Verdiinnen mit Wasse! 
in Lésung bleibt: diese Reaktion ist jedoch noch nicht weiter verfolgt 


! Diese Analysen sind von Frl. Ravenswaay, Assistentin am Institut 
fiir analytische Chemie der Technischen Hochschule ausgefiihrt. 


2 Bémer, Zeitschr. f. Unters. d. Nahr.- u. GenuBm. 2, 705, 1899. 
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Die sechs Sauerstoffatome sind atherartig gebunden, denn Sesamin 
wird weder von Natrium in benzolischer Lésung, noch von Essigsiure- 
inhydrid und Natriumacetat angegriffen: auch ist es unldéslich in 
konzentrierter Kalilauge. Es bleibt ebenfalls unveraindert beim Kochen 
mit alkoholischer Lauge. 

Weil wir wenigstens einen aromatisch gebundenen Dioxomethylen 
ring vermuteten, haben wir das Sesamin in benzolischer Lésung mit 
AICL, schwach erhitzt und nachher mit verdiinnter Salzsiure auf- 
sekocht Der charakteristische Geruch des Diphenylmethans war 
dann unverkennbar und die Lésung gab mit Eisensalzen sehr schén 
die Brenzkatechinreaktion. Wie wir unten sehen werden, haben wir 

O Gruppe auch auf anderem 
das Vorkommen der CH, 

‘O 
Wege zeigen kinnen 

Die Einwirkung von HNO, (1,4) ist bereits von Villavecchia und 
Fabris studiert worden', jedoch stand uns nur das Referat ihrer Publi- 
kation zur Verfiigung, worin genauere Angaben iiber die Reaktion 
fehlen. Sie erhielten zwei stickstoffhaltige Verbindungen vom Schmelz- 
punkt 235 und 145°. Nach etlichen Vorversuchen wurde die Reaktion 
nach folgender Vorschrift ausgefiihrt 

50 Gewichtsteile Eisessig werden mit wechselnden Quantitaten 


HNO, (1.5) vermischt (am wenigsten 2!', Mol. HNO, auf Sesamin 
berechnet) und bei bestimmter Temperatur 5 Gewichtsteile Sesamin 


zugegeben. Wenn die Temperatur auf genau 20° gehalten und das 
Sesamin ganz langsam zugegeben wird, so entsteht als Hauptprodukt 
ein in Essigsaure sehr wenig léslicher Kérper, welcher in feinen, wolligen 
blaBgelben Kristallnadeln ausfallt. Man 1laBt bis zur Beendigung 
der Reaktion waihrend mehrerer Stunden bei 20° stehen und saugt 
dann die Kristalle auf gehartetem Papier- oder noch besser auf porésem 
Steinzeugfilter scharf ab. Sie werden durch Auswaschen mit 96 igem 
Alkohol von anhaftender Mutterlauge befreit. Der Stoff schmilzt un- 
scharf bei etwa 233° unter Zersetzung und ist offenbar identisch mit 
dem ersten der von Villavecchia und Fabris bei der Nitrierung von 
Sesamin isolierten Koérper. Wir wollen vorlaufig diese Substanz als 
Produkt A bezeichnen 

Die Mutterlauge wird mit Wasser stark verdiinnt, wodurch ein 
anfangs Oliger, schwach gelber Niederschlag entsteht, der nach einigen 
Tagen fest wird. Er wird abgesaugt, mit Wasser saurefrei gewaschen, 
an der Luft oder im Exsikkator bei gewéhnlicher Temperatur ge- 
trocknet und pulverisiert. Produkt 2B, undeutlich kristallinisches 


1 Villavecchia und Fabris, Ann. d. Lab. chin Centr. delle Gabelle 
3, 13; referiert im Chem. Centralbl. 1897, Il, 792. 
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gelbes Pulver, das sich am Lichte bald dunkelgelb, schlieBlich brau 
fiirbt, es schmilzt unscharf zwischen 120 bis 135° und ist wohl identisc} 
mit dem zweiten stickstoffhaltigen Produkt von Villavecchia und Fabris 

Die Ausbeute an beiden Produkten ist etwas wechselnd, unter den 
oben beschriebenen Umstinden entsteht aus 5g Sesamin etwa 3,5 ¢ 
Produkt A und 1.8 g Produkt B (letzteres ist in Wasser und besonders 
in verdiinnter Essigsiure nicht ganz unlislich). Lat man die Tem. 
peratur ansteigen bis — 40° und vermehrt die Menge H NO, bis 5 Mol 
dann verringert sich die Ausbeute an Produkt A und steigert die Aus 
beute an Produkt B; bei noch héherer Temperatur findet eine sehi 
energische Reaktion statt und die Substanz verbrennt teilweise unter 
Entwicklung nitroser Dampfe. Beide Produkte sind stickstoffhaltig 
Wir wollen zuerst Substanz B naher betrachten. Nach verschiedenen 
Fehlversuchen, deren Beschreibung unterbleiben soll, gelang es uns 
Produkt B durch Ausschiitteln mit Natriumbisulfitlésung in zwei 
Verbindungen zu trennen. Hierbei bleibt der gréSte Teil ungelést und 
der in Lésung gehende kann mit KOH wieder niedergeschlagen werden 
Beide Substanzen erwiesen sich identisch mit denjenigen, welche von 
Salway' beim Nitrieren von Piperonal erhalten wurden. Unter den 
von Salway eingehaltenen Reaktionsbedingungen (Nitrieren mit 
HNO, 1,41 bei 0°) entsteht viel Nitropiperonal und verhaltnismaBig 
wenig 4-Nitro-1, 2-Methylendioxobenzol infolge Substitution de 
Aldehydgruppe durch eine Nitrogruppe. 

O —CHO 


CH 
oO 


In unserem Falle besteht Produkt B gréBtenteils aus 4-Nitro 
1, 2-Methylendioxobenzol und die Ausbeute an diesem Kérper kann 
bis 65°, auf Sesamin berechnet ansteigen. Die Reinigung geschah 
in der von Salway angegebenen Weise. Vom Nitropiperonal wurd: 
nur ganz wenig erhalten. Es sind in reinem Zustande bla8gelbe Nadeln 
die sich am Lichte bald zitronengelb farben und bei 98° schmelzen 
Beim Mischen mit dem synthetischen Produkt blieb der Schmelzpunkt 
unverindert. Er besitzt stark reduzierende Eigenschaften und gibt 
mit alkoholischer Kalilauge eine weinrote Farbe. 
10,982 mg geben 0,657 ccm N, (¢t: 18°; A: 769) N: 7,1° 
(berechnet fiir C,H,;O;N 7,2°%,). 


4-Nitro-1, 2-Methylendioxobenzol. BlaBgelbe Nadeln, in heibem 
Wasser ziemlich leicht lislich, die kochende Lésung besitzt einen an 
Nitrobenzol erinnernden Geruch und gibt mit Kalilauge eine weinrot« 


1 Salway, Soc. 95, 1163, 1909; Jobst und Hesse, Ann. 199, 73, 1879 
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Farbe, Schmelzpunkt 138°. Fiir das synthetische Produkt und ebenso 
ir die Mischung fanden wir einen Schmelzpunkt von 138°. 
10,147 mg geben 0,750 cem N, (¢t: 20°; 4: 750) N: 8,5° 
(berechnet fiir C;H,O,N 8,4°,). 

Aus oben Genanntem diirfen wir nachfolgende wichtige SchluB- 
folgerung ziehen: 

1. Sesamin kann mittels Salpetersdure unter bestimmten Reaktions- 
bedingungen zu Piperonal abgebaut werden; diese Substanz wird aber 
nicht gefaBt, jedoch gréBtenteils als 4-Nitro-1, 2-Methylendioxobenzol 
erhalten. 


2. Die Zusammensetzung kann mit folgendem Symbol angegeben 


wert len 


0 oH, 


O 


H 
C(C,H,O,) C 


Produkt A. 


Lisungsmitteln ziemlich schwer léslich; es laBt sich aus 


Die Substanz ist in den gebrauchlichen organischen 


Benzol, 
noch besser aus Toluol oder Xylol umkristallisieren. Der Schmelzpunkt 


verschiedener Praparationen ist nicht ganz konstant und schwankt 
zwischen 235 bis 245°. Es ist ein indifferenter Kérper, gibt im Gegensatz 
zu Produkt B keine Farbenreaktion mit alkoholischer Kalilauge und 
ist In ganz reinem Zustande schwach gelblich gefarbt. Die Farbe ist 
jedoch zu dunkel, um eine eventuelle optische Aktivitaét feststellen 
zu kénnen. Im Lichte vertieft sich die Farbe ganz bedeutend 
17,963 mg geben 5,867 H,O und 35,606 CO, H: 3,6°,, C: 53,6 
19,784 6,365 H,O 39,601 CO, H: 3,6°,, C: 53,6 
11,376 0,629cem N, (t: 18°, h: 751) N: 6,4° 
8,436 0,476 cem N, (t: 18°, A: 735) N: 6,4° 
Stickstoffbestimmung durch Hydrieren nach ter Meulen-Heslinga'. 
52,3 mg verbrauchen 2,294cem 1/10 HCl N: 6,2‘ 
51,0 ,, - 2,278 n/10 HC] N: 6, 
51,4 ,, ~ 2,284 ,, n/10 HCI] N: 6,2' 
Molekulargewichtsbestimmung nach Rast 
20,8 mg in 359mg Campher: 4 5,2, 5,2, 4,1, 5,3°; M: 446. 
Mittelwert aller Bestimmungen: 
H: 3,6, C: 53,6, N: 6,3; M: 446. 
Berechnet fiir Dinitrosesamine C,)H,,0,)N,: 


H: 3,6, C: 54,0, N: 6,3; M: 444. 


1 Analysen von Fri. Ravenswaay. 














460) J. Boeseken u. W. D. Cohen: 


Das Dinitrosesamin laBt sich in essigsaurer Lésung mit eine 
UberschuB an Sn( ‘1, und HCI bei 60° spielend leicht reduzieren. Dabx 
geht die Substanz erst in Lésung und nach kurzer Zeit erscheint ei 
schwerer Niederschlag des Zinndoppelsalzes der Base, der, auf eine: 
pordsen Steinfilter abgesaugt. mit konzentrierter Salzsiure gewasche 
und schlieBlich im Vakuum iiber KOH getrocknet wird. Es ist ei 
schones, fast weibes Kristallpulver, léslich in verdiinnter Salzsaur 
durch Wasser wird es hydrolysiert unter Abscheidung von SnO, n H,¢ 
Das Zinn wurde in der tiblichen Weise mittels H,S abgeschieden un 
als SnQO, bestimmt . 

0.610 ¢ geben 0.127 ¢ SnO, 16,4°, Sn. 

Berechnet fiir Cy)H,,.0,N,CI, Sn: 16,6 

Die Verbindung zeigt in salzsiurehaltiger, wasseriger Losung 
starke optische Aktivitat. 

lalp 60,08. ¢ a%,, t Is” 


Die Nitrierung des Sesamins und die nachfolgende Reduktio 
des Nitroderivats sind also (wenigstens qualitativ) ohne EinfluB a 
die optische Aktivitaét des Molekiils geblieben. 

Das salzsaure Salz der Base und die freie Base selber sind no¢ 
nicht eingehend untersucht, sie erscheinen an der Luft ziemlich stab 
und wir schlieben daraus, da die beiden Nitrogruppen iiber beic 
Kerne des Sesamins verteilt sind 


Nachdem durch die Zeiselsche Bestimmungsmethode festgestellt 
war, daB im Sesamin keine Alkoxylgruppen anwesend sind, wurd: 
die Einwirkung des Grignardschen Reagens versucht, denn es [alt 
sich von einer Verbindung, die zwei Pyrocatechinmethylenathe: 
gruppen tragt, eine glatte Einwirkung erwarten!. 

Auf eine atherische Lésung von C,H,MgJ wirkt jedoch Sesami 
auch bei langerem Sieden nicht ein.. Verdampft man den Ather un 
erhéht man die Temperatur, dann findet erst eine Reaktion bei etw: 
125° statt, welche explosionsartig verliuft und zur voélligen Zersetzung 
der Substanz fiihrt. Die Einwirkung 1a8t sich aber mildern, inde: 
man Toluol als Medium wahit. Um die Reaktion zu Ende zu fiihre: 
ist ein gréBerer UberschuB an C,H;MgJ erwiinscht. Die Weite 
bearbeitung geschieht in der iiblichen Weise (die Grignardsche Ver 
bindung mu durch stundenlanges Kochen mit starker HCl zersetz: 
werden). Es resultiert eine hellgelbe glasige Masse, die trotz aller Miily 
nicht zur Kristallisation zu bringen ist, jedoch vollstandig in Laug: 
lislich ist; deshalb wurden mit dieser Substanz ohne weitere Reiniguny 


| Spdath, Ber. 60, 1885, 1889, 1927. 
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nehrere Zeisel-Bestimmungen ausgefiihrt Die Ergebnisse sind nicht 
ganz zuverlassig (es tritt starke Verkohlung ein), deuten aber bestimmt 
uf zwei C,H,-Gruppen hin. Damit ist aber ein weiterer Beweis erbracht 
daB Sesamin zwei Dioxomethylengruppen tragt. 

Die Einwirkung alkoholischer Salzsiure auf Sesamin wurde als 
\bbaumethode versucht. Obwohl diese Einwirkung nicht zu diesem 
Ziele fiihrt. werden jedoch dabei Resultate erzielt, welche uns einen 
tieferen Einblick in das Sesaminmolekiil vergénnen. Es wurde das 
Sesamin in 15° iger Lésung unter Zufiigung von 2”°,, konzentrierter 
HCl im Einschmelzrohr wiaihrend 24 Stunden im Wasserbad auf 100° 
erhitzt. Nachdem das Lésungsmittel zuletzt im Vakuum entfernt war 
wurde ein Produkt erhalten, welches auf Sesamin berechnet weder 
Gewichtsabnahme. noch Gewichtszunahme anzeigte Der Schmelz 
punkt liegt jedoch bedeutend tiefer, bei etwa 92°. Die Verbindung ist 
in kaltem Alkohol etwas léslicher wie das Ausgangsmaterial und scheidet 
sich aus diesem Lésungsmittel anfangs Olig ab. Nach einigen Kristalli 
sationen steigt der Schmelzpunkt unscharf auf 95 bis 98°; Kristallform 
lange diinne Nadeln, welche tibrigens mit Sesaminkristallen eine groBe 
\hnlichkeit zeigen. 

113.8 mg geben 52,4 mg H,O und 283,3 mg CO, 
Gef. C: 67.8; H: 5,1 ter. C,.H,,0, C: 67,8; H: 5,1. 


Die Verbindung besitzt also ganz die empirische Zusammensetzung 
des Sesamins. 
lap 86.6°: Loésungsmittel Chloroform ¢ 8 ' t Ls” 


Es zeigt sich also eine bedeutende optische Aktivitat. welche 
sogar grOBer ist wie diejenige des Sesamins. 

Wir wollen diese Erscheinung derart deuten, da unter Einflub 
der alkoholischen Salzsaurelésung unter Beibehaltung  optischer 
Aktivitat eine Art Waldensche Umlageruyg stattfindet. und diese 
Auffassung laBt sich nur erkliren, wenn wir annehmen, daB die beiden 
Pyrocatechinmethylenreste durch zwei ..kondensierte’’ Tetrahydrofuran- 


ringe verkettet sind 


Die Umlagerung wiirde dann walhrscheinlich an den mit einem 
Stern vermerkten C-Atomen eintreten. 
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Wir haben versucht, diese Auffassung durch Darstellung eine 
Tetraacetylderivats weiter zu stiitzen. Dies ist uns jedoch nicht ge 
lungen. Zwar wird Sesamin von wasserfreier Essigsiure (unter Zugab 
von wenig H,SO, als Katalysator) durch einstiindiges Erhitzen au! 
etwa 60° angegriffen, und es entsteht ein Produkt, das, im Gegensaty 
zu Sesamin, in Ather spielend leicht lislich ist. Dieses verliert bein 
Aufarbeiten jedoch alle Essigsiure, und es wird wieder ein Sesami: 
zuriickgewonnen mit den nachfolgenden Eigenschaften: 


Schmelzpunkt: unscharf 118 bis 120°. 


ap 73,3°; Lésungsmittel Chloroform; c= 8°, ? 18° 


Wahrscheinlich wird die Essigsiure voriibergehend angelagert 
jedoch wegen der groBen Bildungsfahigkeit des Tetrahydrofuranringes! 

besonders bei der angenommenen ,,Uberhaufung: desselben im 
Molekiil leicht wieder abgespalten wird. 

Wir schlagen fiir die optischen Umlagerungsprodukte des Sesamins 
den Namen ,,Isosesamin‘* vor, es ist deutlich, daB die Méglichkeit 
dreier Isomere vorliegt, und daB die erhaltenen Produkte wahr 
scheinlich Mischungen sind des gewéhnlichen Sesamins mit den zwei 
méglichen Isosesaminen. 


Man wird erfahren, daB unsere Resultate in mehreren Punkten von 
denen der Herren Bertram, v.d. Steur und Waterman abweichen. Wi 
haben unsere Analysen durch direkte Sauerstoffbestimmungen erhartet 
und dabei eine vollkommene Ubereinstimmung mit der empirischen 
Formel C,, H,O, bekommen; C = 67,7 + H = 5,1 + O= 27,1 = 99,9°,, 
wihrend die genannten Herren als Mittel von vier Bestimmungen C = 68, |] 

H 4.9 + O= 24.6 = 97,6°%, fanden. Augenscheinlich war ihre 
(direkte) Sauerstoffbestimmung zu niedrig. Zweitens haben wir das 
Dinitrosesamin analysiert und dabei nur den Kohlenstoff etwas zu 
niedrig gefunden: 53,6 statt 54,0%. Drittens haben wir fiir den 
Zinngehalt des Chlordistannats des Diaminosesamins fast den be 
rechneten Wert gefunden. Viertens haben wir fiir das Molekulargewicht 
des Sesamins (nach zwei Weisen bestimmt) und des Dinitroseasmins 
fast genau die theoretischen Werte bekommen: 

Fiir Sesamin. ...... . . . 350 und 359 statt 354 
Dinitrosesamin ..... . 446 » 444 


Wir halten damit die Zusammensetzung C,.H,,0, fiir viel wahr- 
scheinlicher als die von Bertram, v.d. Steur und Waterman vor- 
geschlagene C,,H,,0;. 


1 Vgl. Boeseken und Emmerie, Rec. 45, 840 bis 844, 1926. 
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Auch ist die Bildung mehrerer optisch aktiver Isomeren mit gleicher 
Drehungsrichtung bei der Einwirkung alkoholischer Salzsaure mit 
inserer aus dieser Zusammensetzung abgeleiteten Forme! in voll- 
ommener Ubereinstimmung, wahrend die Formel von Bertram. 
d. Steur und Waterman (1. c.. S. 460) kein anderes positiv drehendes 
lsomeres zulaBt, wenn man wenigstens nicht bei dieser Umlagerung 
sehr unwahrscheinliche Verschiebungen annehmen soll. 


Zuletzt erfiillen wir die angenehme Pflicht, Prof. H. ter Meulen 


und besonders Frl. Ing. H. Ravenswaay fiir ihre tatkraftige analytische 


Beihilfe herzlichst zu danken. 








Uber den Abbau 
yon Diacetsiure und £-Oxybuttersiure in den Muskeln. 


Von 
I, Snapper und A. Griinbaum (Amsterdam). 


(Eingegangen am 18, August 1928.) 


Nachdem wir nachgewiesen hatten, da die Niere von verschiedenen 
Saugern imstande ist, Diacetsiiure und 8-Oxybuttersaure abzubauen (1 
haben wir uns die Frage vorgelegt, ob die Niere das einzige Organ fii 
diesen Abbau ist. Eine unzweideutige Antwort auf diese Frage gaben 
Versuche mit intravenéser Einspritzung von f-Oxybuttersaure bei 
Hunden nach doppelseitiger Nierenexstirpation. Auch dann ve 
schwindet eingespritzte B-Oxybuttersiure auBerordentlich schnell aus 
dem Kérper. Folgende Protokolle mégen als Beispiel dienen. 

8. September 1925, 10 Uhr vorm. Nephrectomia duplex; gleic! 
danach 2!, g B-Oxybuttersaure intravenés'. 

9. September 1925, 10 Uhr vorm. Durch Verblutung getétet. 

Weder im Blute, noch in den Muskeln, noch im Gehirn, noch in 
der Galle ist 8 Oxybuttersiure nachzuweisen. Nur in der Leber (400 g 
werden 20 mg f-Oxybuttersaure gefunden. 

Folgender Versuch verlief auf dieselbe Weise. 

18. September 1925, '1 Uhr vorm. Doppelseitige Nierenexstir 
pation. Gleich nachher 2 g 8-Oxybuttersaure intravends. 

Am selben Tage, 6 Uhr nachm., verblutet. Weder im Blute noch 
in den Muskeln, noch im Darm, noch in der Lunge, noch im Darm 
inhalt, noch in der Galle war Aceton oder $-Oxybuttersaure nach 
zuweisen., 

Bei diesem Hunde wurde noch wihrend des Versuches die Ex 
spirationsluft aufgefangen, um dem Einwand zu begegnen, daB dir 
f-Oxybuttersiure im Kérper zu Diacetsiure oxydiert und diese mit 


1 In allen Versuchen ist immer gearbeitet mit linksdrehender §-Ox) 
butterséure, via das ZnCa-Salz aus Diabetikerharn dargestellt. 
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r Exspirationsluft als Aceton ausgeatmet wurde. In der Exspirations- 


ft konnten aber wahrend des Versuches nur 0.67 mg Aceton nach- 
wiesen werden. 
Es miissen also andere Organe auber den Nieren imstande sein, 
e Ketonkérper schnell abzubauen. Die Leber kommt hierfiir nicht 
Frage, denn wir konnten nachweisen, da}, wenn man gute Methoden 
| Ketonkorperbestimmung benutzt. bei der Leberdurchstrémung nur 
sehr wenig Ketonkérper verschwinden (2). Die gegenteiligen Angaben 
der Literatur beruhen auf der Tatsache, daB die Lebersubstanz bei 
ler Durechstrémung grobe Mengen §-Oxybuttersaiure adsorbiert, bisher 
ber nach den Versuchen die Lebersubstanz nicht analysiert wurde, 
offenbar weil bis jetzt keine gute Methode der f-Oxybuttersiure 
hestimmung in der Lebersubstanz bekannt war (3) 
Wenn also die Leber fiir den Ketonkérperabbau nicht in Frage 
kommt, liegt es auf der Hand zu untersuchen, ob die Muskeln in dieser 


Hinsicht von Bedeutung sind!. (rieshach (4) hat inzwischen publiziert 


1 Schon frither hatten wir die Lungen mit 8-Oxyvbuttersaure dureh 
romt (1) und ebenso, wie Schmitz in derartigen Versuchen fand. alle 8 Oxy- 
ittersaure zuriickfinden kénnen. Jetzt haben wir noch Durchstrémungs- 
ersuche mit der Milz angestellt. Auch hierbei erhielten wir ein analoges 
Resultat, so daB wir bestatigen kénnen, daB weder Lunge noch Milz im- 
tande sind, die f-Oxybutterséure anzugreifen. 

Uber die Frage, ob die Muskeln imstande sind, §-Oxvbuttersaéure 
bzubauen, sind in der Literatur mehrere Angaben vorhanden. Marriott (5) 
md, daS, wenn der frische Muskelbrei mit $-Oxybutterséure versetzt 
vurde, auch bei 37° keine $-Oxybutterséiure verschwand. Nach fiinf- 
tiindiger Behandlung des Muskelbrei-§-Oxybutterséuregemisches konnte 
r alle #£-Oxybuttersaure zuriickfinden. Dieses negative Resultat von 
Varriott darf aber nicht als endgiiltig betrachtet werden, weil er auch keine 
Einwirkung von Leberbrei auf § Oxybuttersaure beobachten konnte, etwas, 
is anderen Untersuchern (Dakin) wohl gelungen war. 

In dieser Hinsicht wichtig sind die Resultate, welche mit der bekannten 
Methylenblaumethode Thunbergs erhalten sind. Mit der Methylenblau 
ethode hat Thunberg den Einflu6§+von Muskelbrei und Muskelextrakten 
if die meist verschiedenen chemischen Kérper untersucht. Muskelbrei 
vird dazu mit der zu untersuchenden Substanz vermischt, Methylenblau 
iwesetzt und das ganze unter anaerobe Bedingungen gebracht. Wenn 
ler Muskel imstande ist, die zugesetzten Substanzen zu oxydieren oder 
esser zu dehydrogrenisieren, dann werden freikommende Wasserstoff- 
tome an das Methyvlenblau gebunden und das Methylenblau wird entfarbt 
So ist die Intensitat der Methvlenblauentfarbung der Ausdruck fiir die 
Intensitat der Oxydation der zugesetzten Substanzen unter EinfluB der 
Muskelfermente. Mit dieser Methode hat Thunberq eine betrachtliche 
Oxydation von /-Oxybuttersiure unter Einfluj}B von Muskelextrakten 
achgewiesen. Spater hat Ahlgren diese Versuche wiederholt und be 
tatigt (6). Man kann deshalb nach dem Resultat dieser indirekten Versuche 
mnehmen, dai im Muskel Fermente vorhanden sind, die imstande sind, 
Oxybutterséure zu oxydieren. 
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daB nach Durchstrémung von Hundeextremitéten mit Blut, den 
Ketokérper zugesetzt sind, der Ketonkérpergehalt des Blutes be 
triichtlich abnimmt. Diesem Befunde kénnen wir vollkommen bi 
stimmen. Es ist deutlich, daB, wie tibrigens Griesbach selbst andeutet 
hiermit aber kein Abbau der Ketonkérper in den Extremitiéten nac! 
gewiesen wird, weil grobe Mengen f-Oxybuttersaure an den Muskeln 
Fettmassen und Knochen wahrend der Durchstrémung adsorbiert 
werden. Es hat sich uns aber ergeben, daB auch, wenn man diesen 
adsorbierten Mengen Rechnung trigt, doch grobe Mengen #-Ox, 
buttersaure und Diacetséiure von den Extremititen zerstért werden (7 
Folgende Experimente geben auf diese Frage eine eindeutige Antwort 

I. 26. November 1925. Hinterpfoten eines Hiindchens von der Aorta 
aus durchstrémt mit 770 ccm Hundeblut, dem £-Oxybutterséure zugesetzt 
war. 

Dauer der Durchstrémung 2 Stunden, Druck 10 bis 12 em. Temperatur 
37 bis 38°. Durchstrémungsschnelligkeit pro Minute 100 bis 110 ccm. 





Aceton 3+Oxy- 
+ Diacetsaure buttersaure 


mg me 


Blut vor Durchstroémung . fg ‘ Ps Spuren 390 
Maskeln vor Durchstrémung - ‘ 
Blut nach Durchstro6mung .......... 6.5 

Muskeln nach Durchstromung ........ Spuren 


Es sind also wahrend der Durchstrémung in 2 Stunden ungefahr 
250 mg £-Oxybutterséure verschwunden. Die Methodik der Analysen der 
Ketonkérper in den Geweben ist von uns schon friiher mitgeteilt (3). 

Weil die Méglichkeit einer spezifischen Adsorption von Ketonkérpen 
an Haut oder Fett oder Knochen a priori nicht auszuschlieBen war, wurde: 
in den folgenden Versuchen auch diese Gewebe analysiert. 

II. 3. Dezember 1925. Hinterpfoten eines Hundes von der Aorta au 
durchstrémt mit 670 cem Hundeblut, dem £-Oxybutterséure zugesetzt wa! 

Dauer der Durchstr6mung 2 Stunden, Druck 25cm. Durchstrémungs 
schnelligkeit 150 bis 200cm pro Minute. Temperatur 38°. 





Aceton BeOxy- 
+ Diacetsaure buttersaure 


mg mg 


263 
20 
20.6 

8.4 
20 
21 


Blut vor Durchstrémung. .. . ‘ Spuren 
Muskeln vor Durchstromung. . . — . 
Blut nach Durchstromung 

Maskeln nach Durchstrémung , 

Haut und Fett nach Durchstromung 

Knochen nach Durchstromung 


Wahrend der Durchstrémung sind also in 2 Stunden 210 mg £-Ox 
buttersdure verschwunden. 
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III. Hinterpfoten eines Hundes von der Aorta aus durchstrémt mit 
720 ccm Blut, dem £-Oxybutterséure zugesetzt war’. 

Dauer der Durchstrémung 2 Stunden, Druck 12 bis 18cm. Durch- 
tromungsschnelligkeit 220 bis 400cm pro Minute. Temperatur 38 %,°. 





Aceton 3-Oxy- 
Diacetsaure buttersaure 


mg mg 


Blut vor DurchstrOmung. .......... 14 960 
Muskeln, Haut, Fett vor Durchstrémung. .. . Spuren 66 
Knochen vor Durchstromung......... - 16 
Blut nach Durchstrémung Gee ae ee 8.9 
Muskeln, Haut, Fett nach Durchstrémung. . . 64 
Knochen nach Durchstrémung 8 


Bei dieser Durchstr6mung verschwanden also in 2 Stunden 470 mg 
}-Oxybuttersaéure. 


FaBt man diese drei Versuche der Durchstrémung der Hunde- 
extremitaten mit Blut, dem 8-Oxybuttersaure zugesetzt ist, zusammen, 
dann verschwanden 


im ersten Versuch von 413mg 65°% §-Oxybutterséure oder 260 mg 


zweiten - os 333 .. 76° - 210 


o ” 


dritten ie s a. CO ms a. ee 


Nachdriicklich sei betont, daB bei diesen Versuchen keine Oxydation 


von £-Oxybuttersaure zu Diacetsiure zu beobachten war, die Diacet- 
siure miBte dann augenblicklich weiter abgebaut sein. 


Auch bei den Durchstrémungen der Hundeextremitaten mit 
Diacetsiure kann ein betrichtlicher Abbau beobachtet werden, aber 
unter gleichzeitiger Reduktion einer nicht unerheblichen Menge der 
Diacetsiure zu f-Oxybuttersiure. Folgende Protokolle zeigen diese 
Tatsache: 


1 Die Berechnung dieser Versuche gab im Anfang einige Schwierig- 
keiten. Es wurde folgende Methode gebraucht. 

Vor dem Versuch wurde die Menge des Blutes abgemessen, z. B. 
1000 cem. Vor und nach dem Versuch wurden die Pfoten gewogen, z. B. 
1700 bzw. 2050 g. Dann muBten also von dem Blute 350g in den Pfoten 
anwesend sein, und es wurden die Analysen von dem Blute nach der Durch- 
strémung auf 1000 350, d. h. auf 650 ccm umgerechnet. 

Nach dem Versuch wurden die Knochen ausprapariert und gewogen, 
z. B. 400 g. 

Die Analysen von Muskeln, Haut und Fett vor dem Versuch wurden 
dann auf 1300 g, nach dem Versuch auf 1650 g umgerechnet. Muskeln, 
Haut und Fett wurden alle zusammen in einer speziellen Miihle zu einem 
feinen Brei gemahlen. Die Knochen wurden zerhackt. 

Die Analyse von Muskeln, Haut, Fett und Knochen vor dem Versuch 
wurden erhalten durch die Untersuchung der Vorderpfoten. 

Biochemische Zeitschrift Band 201. 31 
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I. Hinterpfoten eines Hundes von der Aorta aus durchstrémt, mit 
1440 cem Kalbsblut, dem Diacetséure zugesetzt ist. 

Dauer des Versuches 2 Stunden, Druck 14 bis 16cm. Durchstrémungs 
schnelligkeit 250 bis 300 cem pro Minute. Temperatur 38°. 





Aceton 3*Oxys 
+ Diacetsaure buttersaure 
mg my 
Blut vor Durchstromung. .......... $20 107 
Blut nach Durchstrobmung .......... 59,5 110 
Muskeln, Haut, Fett vor Durchstr6mung. . . . Spuren 96 
Muskeln, Haut, Fett nach Durchstroémung. . . 63.5 279 
Knochen vor DurchstrO6mung. ........ Spuren 19.4 
Knochen nach Durchstromung ..... . . 7,5 52 


Wenn Blut mit Diacetséure durch den Durchstrémungsapparat gefiihrt 
wird, ohne daB ein Organ eingeschaltet ist, wird schon ein nicht unbetracht 
licher Teil der Diacetsiure zu Aceton umgebildet und bei der Durchliiftung 
mit Sauerstoff fortgetrieben. Diese Acetonverluste sind bei zweistiindige: 
Dauer des Versuches auf 15°% zu berechnen. Von den 820 mg Diacetsaéure 
(als Aceton berechnet) am Anfang des Versuches vorhanden, kommen 
also nur 85°, d. h. 697 mg, fiir den Abbau in Betracht. Vor dem Versuch 
waren also 697 mg Aceton und Diacetséiure mit 222 mg f-Oxybutterséur 
vorhanden, nach Ablauf des Versuches werden 130 mg Aceton und Diacet 
siure, 441 mg f-Oxybutterséure gefunden. 

Wahrend des Versuches sind also 81°, der Diacetséiure verschwunden, 
wovon aber, wie sich bei der Umrechnung ergibt, 17°, als -Oxybutterséur 
zuriickgefunden werden. Die gebildete $-Oxybutterséure war vollstandig 
an Muskeln und Knochen adsorbiert. 


II. Hinterpfoten eines Hundes von der Aorta aus durchstrémt mit 
1440 cem Kalbsblut, dem Diacetséiure zugesetzt ist. Dauer des Versuches 
21/, Stunden, Druck 19cm. Durchstrémungsschnelligkeit 160 bis 420 cem 
pro Minute. Temperatur 39°. 





Aceton 3+Oxys 

+ Diacetsaure buttersaure 
me my 
Blut vor Durchstroémung. .......... 742 110 
Blut nach Durchstrémung . . Sc oe we 51 115 
Muskeln, Haut, Fett vor Durchstr6mung. . . . Spuren 68 
Muskeln, Haut, Fett nach Durchstrémung. . . 66 266 
Knochen vor Durchstrémung......... Spuren 16 
Knochen nach Durchstromung ........ 43 51 


Von den 742 mg Diacetséure (als Aceton berechnet), am Anfang des 
Versuches vorhanden, miissen wieder 15°, abgezogen werden, die wahrend 
des Versuches als Aceton bei der Durchliiftung verdampfen. Es bleiben 
dann 631 mg iibrig. Vor dem Versuch waren also 631 mg Aceton und 
Diacetséiure mit 194 mg £-Oxybutterséure vorhanden. Nach dem Versucl: 
sind noch iibrig 121 mg Aceton und Diacetséure nebst 432mg f-Oxy 
buttersdiure. Bei dem Versuch sind also von den zugesetzten 631 mg Diacet 
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sdure 80°, verschwunden. Von diesen werden aber 20% als 8-Oxybutter- 
saure zuriickgefunden, auch hier wieder véllig an Muskeln und Knochen 
idsorbiert. 


III. Hinterpfoten eines Hundes von der Aorta aus durchstrémt mit 
1380 cem Hundeblut, dem Diacetsaiure zugesetzt ist. Dauer des Versuches 
1144 Stunden, Druck 24cm. Durchstr6émungsschnelligkeit schwankend 
pwischen 75 bis 500 ccm pro Minute. Temperatur 38,5°. 





Aceton 8+Oxye 
+ Diacetsdure buttersaure 
mg mg 
Blat wor DurchetyGmun@. .....4.+e+.-. 624 21 
Blut nach Durechstrémung .......... 22.6 28.3 
Muskeln, Haut, Fett vor Durchstroémung. .. . Spuren 38 
Muskeln, Haut, Fett nach Durchstrémung.. . 86 182 
Knochen vor Durchstro6mung. ........ Spuren 16 
Knochen nach Durchstré6mung ........ 7 33 


Von den 624 mg Diacetsfiure (als Aceton berechnet) am Anfang des 
Versuches miissen wieder 15°, fiir Verdampfung als Aceton abgezogen 
werden. Es bleiben dann 530mg. Vor dem Versuch also 530 mg Aceton 
und Diacetsiure und 75 mg £-Oxybutterséure, nach dem Versuch 116 mg 
Aceton und Diacetséiure und 243 mg £-Oxybuttersaure. 

Bei dem Versuch sind also von den zugesetzten 530 mg Diacetsdure 
8% verschwunden, von denen aber 17% als f$-Oxybutterséuré zuriick- 
gefunden werden, wieder ganz an Muskeln und Knochen adsorbiert. 


‘ 


FaBt man diese drei Versuche der Durchstrémung der Hunde- 
extremitaten mit Blut, dem Diacetsiure zugesetzt ist, zusammen, 
dann verschwanden 
im ersten Versuch von 697 mg 81°, wovon 17% zu £-Oxybuttersaéure 

reduziert waren, 

im zweiten Versuch von 631 mg 80%, wovon 20°, zu £-Oxybuttersdure 


reduziert waren, 


o "0 


im dritten Versuch von 530 mg 78°, wovon 17%, zu £-Oxybuttersdure 
reduziert waren. 


Auffallend ist die Tatsache, daB die neugebildete 8-Oxybuttersaure 
sich nicht im Blute zeigt, sondern vollstandig an Muskeln und Knochen 
adsorbiert ist. 

Bei der Durchstrémung der Hundeextremititen werden also 
sowohl £-Oxybuttersiure als Diacetsiure abgebaut. Bei der Durch- 
strémung wird die Diacetsiure nicht nur abgebaut, sondern gleich- 
zeitig zu einem betrachtlichen Teile zu f-Oxybuttersiure oxydiert. 

Darf man diesen Abbau der Ketonkérper, welcher in den Hunde- 
extremitaéten stattfindet, auf eine Muskelwirkung zuriickfiihren ? (5) 
A priori ist nicht auszuschlieBen, daB auch Fett und Knochen den 
Abbau der Ketonkérper ausfiihren kénnten; deshalb haben wir noch 


31* 
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Versuche mit Durchstrémung isolierter Muskeln angestellt. Wir wahlte: 
dazu die Kalbszunge, die gleich nach der Tétung des Tieres von 
Schlachthof ins Laboratorium gebracht wurde. Die Resultate de 
Ketonkérperabbaues bei der Durchstrémung sind hier nicht gan: 
eindeutig. Die Schnelligkeit der Durchstrémung ist hier von gréBter 
Bedeutung. In den Versuchen, wo die Durchstr6émung ohne Schwierig 
keiten gelungen war und der Druck nicht allzu hoch zu werden brauchte 
verschwinden aber Diacetsiure und $-Oxybutterséure in nicht un 
erheblichem Mae, wie sich aus folgender Zusammenfassung ergibt 


A. Durchstrémung der Kalbszunge mit Blut, dem £-Oxybuttersiure 
zugesetzt ist. 

1. Beim ersten Versuch vor der Durchstr6mung 485 mg f-Oxybutter 
siure, nach der Durchstr6émung im Blute und in der Zunge noch 404 mg 
B-Oxybuttersiure zuriickzufinden: Verschwunden sind 17°). 

2. Beim zweiten Versuch vor der Durchstrémung 676mg f-Oxy 
buttersaéure, nach der Durchstrémung in Blut und Zunge 560 mg zuriick 
gefunden: verschwunden 17°. 

3. Im dritten Versuch vor der Durchstr6mung 731 mg $-Oxybutte1 
sdure, nach dem Versuch in Blut und Zunge noch 637 mg: verschwunden 13 ° 

4. Im vierten Versuch vor der Durchstrémung 833 mg f£-Oxybutter 
siure im Blute, nach dem Versuch 499mg in Blut und Zunge: ver 
schwunden 40%. 

5. Im fiinften Versuch von dem Versuch 788 mg /-Oxybuttersiur 
im Blute, nach dem Versuch 562 mg in Blut und Zunge: verschwunden 29°, 


Es verschwindet also tatsichlich wahrend der Durchstrémung 
der Kalbszunge ein Teil der zugesetzten $-Oxybuttersaure. Nach 
driicklich sei betont, daB genau wie in den Extremitaten auch in der 
Zunge bei der Durchstrémung keine Diacetsiure aus f$-Oxybutter- 
siure gebildet wird. ' 


B. Durchstrémung der Zunge mit Blut, dem Diacetsiure zugesetzt ist. 

1. Beim ersten Versuch waren vor der Durchstrémung 235 mg Diacet 
siure (als Aceton berechnet) und 78,1 mg $-Oxybutterséure vorhanden 

Nach der Durchstrémung sind in Blut und Zunge noch 33 mg Diacet 
sdure (als Aceton berechnet) und 185 mg £-Oxybutterséure zu finden. 

Fiir den Versuch kommen wegen der Abdampfung nur 85°, der Diacet 
sdure in Betracht, d.h. 200mg (als Aceton berechnet); verschwunden 
sind also 831% der Diacetséure, wovon aber 29°, als §-Oxybutterséur 
zuriickgefunden werden; tatsaéchlich verschwunden 54% °%. 


2. Beim zweiten Versuch waren vor der Durchstrémung 380 mg 


Diacetsdure (als Aceton berechnet) und 100mg f-Oxybutterséiure vor 
handen. 

Nach der Durchstrémung findet man in Blut und Zunge 60 mg Diacet 
saure (als Aceton berechnet) und 454 mg f-Oxybuttersaure. 
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85°, von 380mg sind 323 mg. Verschwunden 81 14°, der Diacetsaure, 
wovon aber 60°, als £-Oxybutterséure zuriickgefunden werden.  Tat- 
achlich verschwunden 211, %. 

3. Im dritten Versuch waren vor der Durchstrémung 362 mg Diacet- 
aiure (als Aceton berechnet) und 94mg £-Oxybutterséure vorhanden. 

Nach der Durchstr6émung wurden 51mg Diacetsiure (als Aceton 
berechnet) und 446 mg f§-Oxybuttersaure zuriickgefunden. 

85°, von 362 mg sind 308mg. Verschwunden wahrend der Durch- 
stroémung 831, als 8-Oxybuttersaure 
zuriickgefunden werden. Tatsachlich verschwunden 21°. 


% der Diacetséure, wovon aber 621, ° 
4. Im vierten Versuch waren vor der Durchstrémung 377 mg Diacet- 
siure (als Aceton berechnet) und 84 mg /-Oxybutterséure vorhanden. 
Nach der Durchstrémung wurden 50mg Diacetséiure und 482 mg 
}-Oxybutterséure zuriickgefunden. 
85°, von 377 mg sind 321 mg. Es sind also 841,%, der Diacetsaure 
®, als £-Oxybutterséure zuriickgefunden 
werden. Tatsachlich verschwunden also 17°. 


verschwunden, wovon aber 671% 


5. Beim fiinften Versuch waren vor der Durchstrémung 443 mg Diacet- 
siure (als Aceton berechnet) und 76mg £-Oxybutterséure vorhanden. 


Nach der Durchstr6émung wurden noch 92 mg Diacetsdure (als Aceton 
berechnet) und 500mg f-Oxybutterséure gefunden. 85°, von 443 mg 
sind 376 mg. Verschwunden also wahrend der Durchstr6émung 75% % 
der Diacetséure, wovon aber 62°, als 8-Oxybutterséure zuriickgefunden 
werden. Tatséchlich sind also verschwunden 131/,%. 

Auch bei der Durchstrémung der Zunge verschwindet also ein 
groBer Teil der Diacetsiure. Der gréBte Teil der verschwundenen 
Diacetsaure wird aber zu #-Oxybuttersiure reduziert, welche fast 
komplett an die Muskelsubstanz adsorbiert wird. 


Zusammenfassung. 


Werden Hundeextremitaten kiinstlich durchstrémt mit Blut, dem 
B-Oxybuttersaure zugesetzt ist, so werden hiervon 45 bis 75°, ab- 
gebaut, ohne gleichzeitige Oxydation zu Diacetsiaure. 

Wird unter den gleichen Bedingungen dem Blute Diacetsiure 
zugesetzt, dann verschwinden ungefahr 80°. Es werden aber 18 bis 
20 %,, als 8-Oxybuttersaiure adsorbiert, an Muskeln und Knochen zuriick- 
gefunden. 

Wird die Kalbszunge kiinstlich durchstrémt, dann werden von zu- 
gesetzter §-Oxybuttersiure 13 bis 40°, abgebaut ohne gleichzeitige 
Bildung von Diacetsaéure. Wird die Kalbszunge mit Diacetsaiure durch- 
strémt, dann verschwinden von der Diacetsiure 751, bis 841%; 
hiervon werden aber 29 bis 671,°%, als £-Oxybuttersiure zuriick- 
gefunden, so daB in vier Versuchen nur 13 bis 21°, der Diacetsaiure 
tatsichlich verschwinden. In einem Versuche waren aber 541%, ab- 
gebaut worden. 
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Bei allen diesen Versuchen ist es unbedingt erforderlich, nicht 


nur das Durchstrémungsblut, sondern auch die durchstrémten Muskeln 


bzw. Fett, Haut und Knochen zu analysieren. 


Literatur. 
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Uber den Abbau von Diacetsiure und £-Oxybuttersiure 
in den Organen des phlorrhizinazidotischen Hundes. 


Von 


I, Snapper, A. Griinbaum und Ch. Mendes de Leon (Amsterdam). 


(Eingegangen am 18. August 1928.) 


Bei unseren friiher mitgeteilten Untersuchungen konnten wir die 
alte Erfahrung bestatigen, daB die Leber fiir die Produktion der Keton- 
kérper von grOBter Bedeutung ist. Hinsichtlich des Abbaues der Keton- 
kérper muBten wir aber zu folgenden, jedenfalls uns neuen Schliissen 


kommen. 

Leber. Kein Abbau der Diacetsiure, wohl Reduktion von Diacet- 
siure zu £-Oxybuttersdure (1). Kein Abbau von §-Oxybuttersaure, 
wohl Oxydation von £-Oxybuttersaiure zu Diacetsiure (2). 

Niere. Starker Abbau von Diacetsaure ohne gleichzeitige Reduktion 
zu B-Oxybuttersaure (3). Starker Abbau von £-Oxybuttersaure ohne 
gleichzeitige Oxydation zu Diacetsdure (4). 

Extremitaten. Starker Abbau von Diacetsiure mit gleichzeitiger 
Reduktion zu £-Oxybuttersaure (5). Starker Abbau von £-Oxybutter- 
saure ohne gleichzeitige Oxydation zu Diacetsaure. 

Dieser Abbau der Ketonkérper in den Extremititen findet, 
mindestens fiir einen erheblichen Teil, in den Muskeln statt, wie wir 
aus Versuchen mit Durchstrémung der Kalbszunge schlieBen konnten (5). 

Im gewissen Gegensatz zur Leber als Statte der Bildung der Keton- 
kérper stehen also Muskeln und Nieren als Organe des Abbaues. 

Im normalen Organismus werden beim intermediiren Stoff- 
wechsel von Fettsiuren und vielen Aminosaéuren grobe Mengen Keton- 
kérper gebildet. Beim normalen Stoffwechsel findet also eine betracht- 
liche Produktion von Ketonkérpern statt, und doch findet man normaler- 
weise weder in den Koérperfliissigkeiten noch im Urin oder der Ex- 
spirationsluft mehr als Spuren der Ketonkérper. Hieraus ergibt sich, 
daB beim normalen Stoffwechsel der Abbau in Nieren und Extremi- 
taten die Bildung der Ketonkérper in der Leber leicht ausgleichen kann. 

Wie entsteht nun die Ketose unter pathologischen Bedingungen: 
besteht hier eine tibermaBige Bildung von Ketonkérpern mit normalem 
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Abbau oder ist die Bildung der Ketonkérper nicht vergréBert, sonder 
nur der Abbau in Nieren und Extremititen vermindert / 

Schon lange weif man, daB im azidotischen Organismus jedenfal! 
eine iibermabige Produktion der Ketonkérper besteht. Denn Embden (s 
und seine Mitarbeiter haben schon vor Jahren gezeigt, daB bei Durch 
stromung der Leber des phlorrhizinazidotischen oder pankreasdiabeti 
schen Hundes mit normalem Blute doch eine betrachtliche Bildung vo. 
Ketonkérpern stattfindet. Diese Tatsache ist von vielen andere: 
Untersuchern bestatigt, und auch wir haben immer diese Embdenscher 
Ergebnisse erhalten kénnen. 

Wie ist diese Tatsache zu verstehen? Die Durchstrémung der 
normalen Leber mit normalem Blute la8t nur kleine Mengen Keton 
kérper entstehen, nach der Durchstrémung der Leber des azidotischen 
Hundes findet man aber grobe Mengen Ketonkérper. Dies kann nur 
bedeuten, daB das Material, woraus die Ketonkérper gebildet werden 
in groben Mengen in der azidotischen Leber vorhanden ist. Tatsachlich 
findet man fast immer in der Leber des azidotischen Tieres fettige 
Verfarbung. Ketosis ist immer verbunden mit Glykogenarmut bzw 
Glykogenfreiheit der Organe (9). Bei Glykogenarmut der Organe 
findet man aber immer Verfettung der Organe (Fettwanderung, Gee/ 
muyden), und die fettig degenerierte Leber des azidotischen Tieres 
enthalt, eben durch seinen Fettgehalt, so viele Muttersubstanzen der 
Ketonkérper, daB bei der Durchstrémung der azidotischen Leber 
selbst mit normalem Blute aus diesen Muttersubstanzen groBe Mengen 
Ketonkérper entstehen. 

Bei der Ketosis besteht also eine Uberproduktion der Ketonkérper 


weil mit der Glykogenarmut der Organe eine Fettinfiltration der Leber 


verbunden geht. 

Besteht nun neben dieser Uberproduktion der Ketonkérper in 
der fettig degenerierten Leber auch noch ein ungeniigender Abbau der 
Ketonkérper in den Organen des azidotischen Tieres, d.h. in Nieren 
oder Muskeln? Schon Marriott (10) hat sich diese Frage gestellt und 
er konnte nachweisen, daB, wenn Phlorrhizinhunde mit 1-8-Oxybutter 
siure eingespritzt werden, fast alle 8-Oxybuttersaure wieder im Urin 
ausgeschieden wird. Bedeutet diese Tatsache, daB ein verminderter 
Abbau der Ketonkérper wahrend der Azidose besteht, oder ist der 
Abbau wahrend der Ketosis maximal in Anspruch genommen, so dal} 
extra eingespritzte 8-Oxybuttersiure nicht mehr angegriffen werden 
kann ? 

Wir haben versucht, diese Frage zu beantworten durch die Unter- 
suchung des Abbaues der Ketonkérper in den kiinstlich durchstrémten 
Nieren und Extremitaten des azidotischen Hundes. Die Hunde wurden 
durch Phlorrhizinvergiftung nach der erprobten Vorschrift azidotisch 
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gemacht; dazu miissen die Hunde erst 3 Tage hungern, dann wird 
bei Fortdauern des Hungers Phlorrhizin eingespritzt. Gewdhnlich 
zeigt sich die Glucosurie schon am ersten Tage der Injektion, die Ketosis 
erscheint am zweiten oder dritten Tage; starke Acetonreaktionen 
kénnen dann im Harn nachgewiesen werden. Sobald die Ketosis stark 
ist, werden Nieren bzw. Extremitaten durchstrémt mit Blut, dem 
f-Oxybuttersaure oder Diacetsaure zugesetzt war. 

Schon im allgemeinen mu8 zugegeben werden, daB die gewéhnliche 
kiinstliche Durchstrémung der Hundeniere zu den komplizierteren 
Versuchen gehért. Die Durchstrémung der Niere eines azidotischen 
Hundes ist aber besonders schwer. Die GefaiBe sind miirbe und reiBen 
sehr leicht ab. Es besteht eine starke Neigung zu GefaiSkontraktion 
wodurch die Durchstrémung gefihrdet wird. Viele von derartigen 
Versuchen sind uns miblungen, weil die Durchstr6mungsgeschwindigkeit 
zu klein war. Nur die Versuche, wo das Blut geniigend schnell die 
Niere durchstrémt, kénnen zur Entscheidung unserer Frage in Betracht 
kommen. 

Versuchsergebnisse. 

1. Niere eines azidotischen Hundes, durchstrémt mit 600cem azidoti- 
schem Blute, dem 100cem NaCl (0,9%) und 100mg £-Oxybuttersiure 
zugesetzt sind. 

Dauer der Durchstré6mung 114 Stunde. Temperatur des Blutes 37 
bis 37,5°. 

Durchstrémungsgeschwindigkeit 20 bis 35 ccm pra Minute. Vor dem 
Versuch in Blut und Nieren 310mg f-Oxybutterséure, nachher 249 mg. 

Verschwunden 61 mg oder 19°. 

2. Niere eines azidotischen Hundes, durchstrémt mit 800 ccm einer 
Mischung von 700cem Blut, dem 170cem 0,9%iges NaCl und 490 mg 
6-Oxybutterséiure zugesetzt sind. Dauer der Durchstrémung 1', Stunde. 
Temperatur des Blutes 37 bis 37,5°. 

Durchstr6mungsgeschwindigkeit 50 bis 70cem pro Minute. Vor dem 
Versuch in Blut und Nieren 458 mg f-Oxybutterséure vorhanden, nach 
dem Versuch nur 337 mg. 

Verschwunden 121 mg f-Oxybutterséure oder 26° 

3. Niere eines azidotischen Hundes, durchstrémt mit 600cem Blut, 
dem 150ccm physiologischer NaCl-Lésung und + 300mg f-Oxybutterséure 
zugesetzt sind. 

Dauer der Durchstrémung 1% Stunde. Temperatur des Blutes 36,5°. 

Durchstrémungsgeschwindigkeit 20 bis 25cem pro Minute. Vor dem 
Versuch in Blut und Nieren 364 mg £-Oxybutterséure vorhanden, nach 
dem Versuch noch 306 mg. 

Verschwunden 58 mg oder 16°, 

4. Niere eines azidotischen Hundes, durchstrémt mit 700 cem azidoti- 
schem Blute, dem 200cem 0,9°,igen NaCl und 535mg f-Oxybutterséure 
zugesetzt sind. 

Dauer des Versuchs 2 Stunden, Temperatur des Blutes 37 bis 38°. 
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Durchstromungsgeschwindigkeit 50 bis 90 cem pro Minute. Vor dem 
Versuch in Blut und Nieren 666 mg $-Oxybutterséure, nach dem Versuch 
476 mg. 

Verschwunden 174 mg /-Oxybutterséure oder 27° 

5. Niere eines azidotischen Hundes, durchstrémt mit 625 cem azidoti- 
schem Blute, dem 200cem 0,9°,igen NaCl und 400mg £-Oxybuttersaure 
zugesetzt sind. 

Dauer des Versuches 1", Stunde, Temperatur des Blutes 37 bis 38°. 

Durchstrémungsgeschwindigkeit 40 bis 104cem pro Minute. Vor 
dem Versuch in Blut und Nieren 444mg £-Oxybutterséiure, nach dem 
Versuch 240 mg. 

Verschwunden 204 mg £-Oxybutterséure oder 45°,. 

Der SchluB ist deutlich: auch die Niere des phlorrhizinazidotischen 
Hundes mit starker Acetonreaktion im Harn kann _betrichtliche 
Mengen #-Oxybuttersaure abbauen, ohne gleichzeitige Bildung von 
Diacetsiure. Vergleicht man obige Zahlen mit den Resultaten, die 
bei der Durchstr6mung der normalen Hundeniere erhalten sind, so 
sieht man, dab der Abbau der $-Oxybuttersiure in der Niere des 
phlorrhizinazidotischen Hundes kaum gehemmt ist. 


Dieselben Resultate erhalt man mutatis mutandis, wenn man 
nicht die Niere, sondern die Hinterpfoten des phlorrhizinazidotischen 
Hundes durchstrémt mit Blut, dem f-Oxybuttersiure zugesetzt ist 

1. Hinterpfote eines azidotischen Hundes, durchstrémt mit 900 cem 


einer Mischung, welche besteht aus 550 ccm normalem Hundeblut, 250 cem 
azidotischem Blute, 200 cem 0,9°% igen NaCl und 100mg £-Oxybuttersaure. 

Dauer der Durchstr6mung 2 Stunden. Durchstrémungsgeschwindig- 
keit 140 bis 260 cem pre Minute. Druck 16 bis 18cm Hg. Temperatur 37 
bis 38,5°. 





Vor Durchstrémung Nach Durchstr6émung 
Aceton 4+Oxys Aceton 3s Oxy. 
+ Diacetsaure buttersaure + Diacetsaure buttersaure 
mg mg mg mg 
ae 2 ee 19 448 i4.4 132 
ee. « sree § 15 137 11,4 161 


Verschwunden von 585 mg also 292 mg $-Oxybutterséiure oder 50° 

Dieser Versuch ist aber nicht ganz komplett, weil hier Haut, Fett 
und Knochen nicht mit analysiert sind. Bei den folgenden Versuchen ist 
diesen Faktoren Rechnung getragen. 

2. Eine Hinterpfote eines azidotischen Hundes, durchstrémt mit 
780cem einer Mischung, welche besteht aus 895ccem azidotischem Blut und 
150 cem 0,9°%igem NaCl. 

Dauer der Durchstrémung 1°, Stunde. Durchstrémungsgeschwindig- 
keit 200 bis 300 cem pro Minute. Druck 10 bis 14mg Hg. Temperatur 37 
bis 38°. 








Bh 
Mi 
Ha 
Kn 


Blu 
Mus 
Knc 


saw 
445 


saul 


mit 
0,9 ° 


keit 


37,5 


Blut 
Musk 
Knoc 


2 








Abbau von Diacetséure und f-Oxybutterséure in Organen usw. 477 





Vor Durchstrémung Nach Durchstrémung 


Aceton B+ Oxy. Aceton fp -«Oxys 

Diacetsaure buttersaure + Diacetsaure buttersaure 
mg mg my me 

eee ee ae 18,7 62.7 5.2 24.2 
i alae es > 2.7 26 1,7 24.0 
Haut und Fett . 1.1 10 1,3 64 
Knochen 15 30 1,1 31.0 


Von dem vor dem Experiment anwesenden Aceton und Diacetséure 
sind also ungefihr 50°, von der £-Oxybuttersiure 33°, waihrend der 
Durchstré6mung verschwunden. 


3. Hinterpfoten eines azidotischen Hundes, durchstrémt mit 1150 cem 
eines Gemisches von 1090ccem azidotischem Blut, 200cem 0,9°%igem 
NaCl und 5cem f-Oxybuttersaurelésung. 

Dauer der Durchstrémung 2 Stunden. Durchstrémungsgeschwindigkeit 
100 bis 160 cem pro Minute. Druck 14 bis 16cm Hg. Temperatur 36% 
bis 381°. 





Vor Durchstromung Nach Durchstrémung 








Aceton 3 «Oxy. Aceton 3+Oxy- 

+ Diacetsaure buttersaure Diacetsaure buttersaure 
meg mg me meg 
Blut Rp ea 64 700 23 168 
Muskeln, Haut, Fett . 2.6 S1 15 229 
Knochen : 6.4 42 2 48 


Vor dem Experiment sind also 73mg Aceton und 823 mg f-Oxybutter- 
siure anwesend, wovon nach der Durchstrémung noch 40 mg Aceton und 
445 mg f-Oxybutterséure zuriickgefunden werden. 

Abbau also in den azidotischen Pfoten 40° des Acetons und Diacet- 
siure, 46°, der f-Oxybuttersaure. 


4. Hinterpfoten eines phlorrhizinazidotischen Hundes, durchstrémt 
mit 1000cem eines Gemisches von 700 ccm azidotischem Blut, 400 ccm 
0,9°%igem NaCl und icem f-Oxybutterséureiésung. 

Dauer der Durchstrémung 1% Stunde, Durchstrémungsgeschwindig- 
keit 130 bis 180cem pro Minute. Druck 12 bis 15cm Hg. Temperatur 
37,5 bis 39°. 





Vor Durchstroémung Nach Durchstrémung 


Aceton 3«Oxys Aceton B+ Oxy- 

Diacetsaure buttersaure Diacetsaure buttersaure 
mg mg mg mg 
ae ee — 45 595 11,4 91 
Muskeln, Fett, Haut . 7,8 181 10,3 312 
Knochen Ae 3.6 63.5 1.8 65 
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Vor dem Versuch sind also 56,4mg Aceton und Diacetsdure nebs 
839,5 mg $-Oxybuttersiiure anwesend, wovon nach der Durchstrémun; 


noch 23,5mg Aceton bzw. Diacetsiure und 468mg /$-Oxybutterséur 


zuriickgefunden werden. 

Abbau also in den azidotischen Pfoten + 50°, der Aceton bzw. Diacet 
siure, 44°, der £-Oxybutterséure. 

Auch die Extremitaten des phlorrhizinazidotischen Hundes mit 
starker Acetonreaktion im Harn kénnen also betrichtliche Mengen 
Aceton bzw. Diacetsiure und £-Oxybuttersaure abbauen (30 bis 50‘ 
der zugesetzten Menge). 

Zusammenfassung. 

Sowohl die Niere als die Extremitaten (6) des phlorrhizindiabeti 
schen Hundes sind imstande, Ketonkérper abzubauen. Nach den 
mitgeteilten Analysen scheint selbst die Intensitat des Abbaues wahrend 
der Phlorrhizinazidose kaum verringert zu sein. Die Phlorrhizin 
azidose beruht deshalb auf vermehrter Produktion von Ketonkérpern 
nicht auf vermindertem Abbau der Acetonkérper. 

Wahrscheinlich beruht die diabetische Azidose im Anfang eben 
falls auf einer Zunahme der Bildung der Ketonkérper in den fettig 
degenerierten Organen, ohne daf der Abbau dieser Verbindungen 
geschadigt zu sein braucht. 

Nur in den letzten Stadien der Zuckerkrankheit, wenn ein nicht 
mehr auf Insulin reagierendes Koma entsteht und Symptome von 
Niereninsuffizienz sich zeigen, hat man der Méglichkeit einer Schadigung 
der Organe, wo die Ketonkérper vernichtet werden, Rechnung zu 


tragen (7). 
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Zur Frage des Eisenstoffwechsels. 


Von 


\. Henriques und H. Roland. 
(Aus dem medizinisch-physiologischen Institut der Universitat Kopenhagen. ) 


(Eingegangen am 21. August 1928.) 


Die Frage nach dem Vorkommen von Eisen im Harn ist von Lindzel 
in einer Mitteilung! wiederum jiingst erértert worden. Dieser Forscher 
hat, im Gegensatz zu den meisten friiheren, durch seine Untersuchungen 
kein Eisen im Harn nachzuweisen vermocht. Sein Aufsatz enthilt 
eine Ubersicht iiber die friihere diesbeziigliche Literatur, auf welche 
hier verwiesen sei. 

Um zur Lésung dieser héchst wichtigen Frage einen Beitrag zu 
geben, haben wir mittels einer anderen Technik als der von Lindzel 
verwendeten eine Reihe von Untersuchungen des Harns sowohl ge- 
sunder als kranker Individuen vorgenommen. Nachdem wir ver- 
schiedene Modifikationen der fiir die genaue Bestimmung ganz gering- 
fiigiger Eisenmengen im Harn besonders gut geeigneten Titanichlorid- 
methode versucht hatten, haben wir uns schlieBlich fiir die nachstehende 
Methode entschieden 

250 cem Harn nebst 40 ccm konzentrierter Schwefelsaure werden 
in einen 500-cem-Kjeldahlkolben (Duranglas) gegossen. Die Mischung 
wird auf einem Kjeldahlofen abgedampft, bis das Wasser ganzlich 
verkocht ist; das Kochen wird alsdann noch eine Zeitlang fortgesetzt, 
wonach 12 ccm 30°, iger Perchlorsiure? zugesetzt werden. Das Kochen 
wird bis zur volligen Entfarbung der Fliissigkeit fortgesetzt, wonach 
mit 30 ccm Bromwasser oxydiert wird. Nach Verkochen des Brom- 
wassers sowie des gréBten Teiles der Schwefelsiure wird der Riickstand 
mittels ungefaéhr 125 ccm Wasser in einen konischen Kolben itiber- 
gefiihrt. Nach halbstiindiger Kohlensaurezufuhr ist die Losung von 
Sauerstoff entbunden, wonach das Eisen als Rhodaneisen mittels 
Titrierung mit Titanichlorid bestimmt wird. Damit die Rotfirbung 


1 Zeitschr. f. Biol. 87, Heft 3, 1928. 
2 Mears und Hussey, Ind. and Eng. Chem. 18, 1054, 1921. 
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des Rhodaneisens ihr Maximum erreiche, wurden 15 ccm einer 40 °,igt 
Kaliumrhodanidlésung zugesetzt. 

Dieses Verfahren bietet den groBen Vorzug, da der Harn div 
ganze Zeit hindurch bis zum Titrieren in demselben Kolben bleibt 
wodurch das Entschliipfen etwa vorhandenen Eisens verhiitet wird 
AuBerdem férdert diese Methode mit sonstigen VorsichtsmaBregel: 
verkniipft die Vermeidung von Verunreinigungen. 

Trotzdem reine Lésungen (pro Analyse) verwendet wurden, ware 
eisenfreie Reagenzien unerreichbar, weshalb wir fortwahrend besonder: 
Kontrollversuche angestellt haben. Als Durchschnittszahl dieser 
Kontrollbestimmungen ergaben sich 0,019 mg Eisen pro Analyse; diese 
Zahl ist in der nachstehenden Tabelle von den im Harn gefundenen 
Eisenmengen in Abzug gebracht worden. 
















Tabelle. 














24 stiindige 
» : Eisen 
Nr Harnmenge Diagnose 









ccm 

































l 162 Gesund 

9 17: 0.09 us 

3 17 0,14 » 

4 1800 0,13 - 

5 800 0,09 Diab. mell. 

6 1600 0,12 ° 

7 2260 0,32 “ 

8 1600 0,12 . 

9 2060 0.22 a 

10 1300 0.17 - 

i 1460 0.15 a 

12 909 0.09 "i 

13 1460 0,28 - 

14 1950 0.20 ss 

15 1900 0,21 » 

16 1000 0.12 é 

17 2050 0.21 He 

18 1480 0.20 os 

19 800 0,08 ‘a 
20 1700 0,09 i 
21 1650 0,08 Ule. ventr. + Animia 
92 1000 0,10 Animia 
23 1390 0,20 Diab. mell. 
24 1290 0,19 Ule. ventr. + Animia 
25 1200 0,17 Diab. mell. 
26 1720 0,10 Ule. ventr. + Anamia 
27 750 0,16 Diab. mell. 
28 1800 0,12 Ule. ventr. + Anaimia 
29 1000 0,16 Diab. mell. 
30 1325 0,11 Ule. ventr. + Animia 
31 800 0,13 Anamia 
32 950 0,23 Diab. mell. 
33 1340 0,14 Animia Colica abdom. 


650 Colica ventr. 
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Die ermittelten Werte erweisen deutlich, daB der Harn Eisen 
enthalt. In den von uns analysierten Fallen betriagt die 24stiindige 
Ausscheidung zwischen 0,08 und 0,32 mg Eisen. 

Wir beabsichtigen nicht, an dieser Stelle die Frage der Eisen- 
ausscheidung im normalen Zustande dem pathologischen gegeniiber 
zu erértern. Daf wir insbesondere den Harn von Diabetikern und 
Anamikern unseren Untersuchungen zum Gegenstand gemacht haben, 
ist lediglich dadurch veranlaBt, daB nach Ansicht friiherer Forscher 
bei diesen Krankheiten eine gréBere Menge Eisen im Harn zu finden 
sei, als bei gesunden Individuen; soweit aus den von uns ermittelten 
Werten ersichtlich, scheint jedoch bei diesen Krankheiten keine er- 
hebliche Steigerung der Eisenmenge einzutreten. 

Das Vorhandensein von Eisen im Harn ist an und fiir sich eine 
ganz natiirliche Erscheinung. Das Plasma enthalt namlich zweifellos 
geringfiigige Eisenmengen, und falls dieselben in teilweise ionisiertem 
Zustande vorkommen, ist das Vorkommen von Eisen im Harn leicht 
erklarlich. Sollte sich aber die ganze Eisenmenge des Plasmas komplex 
gebunden zeigen, laBt sich das Vorfinden von Eiser im Harn schwerlicher 
erklaren. 

Aus einigen von einem von uns (V. H es) vor einigen Jahren 
angestellten Versuchen geht mit groBer Weutlichkeit hervor, dab 
intravenés injiziertes Eisensalz mit dem Harn teilweise ausgeschieden 
wird. Die Ergebnisse dieser Versuche wurden bis jetzt nicht ver- 
6ffentlicht. Als Versuchstiere wurden Hunde benutzt, die taglich mit 
einer gewissen Menge Brot und Fett gefiittert wurden. Der Eisen- 
gehalt des Futters wurde durch Veraschung und Titrieren mit Titani- 
chlorid bestimmt!. Nach einer Vorperiyde von einigen Tagen, wahrend 
welcher der Eisengehalt von Harn und Fiazes bestimmt wurde, wurde 
durch eine Kaniile Eisensalz (oder NaCl-Lésung) permanent in die 
Vena jugularis injiziert?. 

Als Beispiele seien die nachstehenden drei Versuche angefiihrt. 

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zeigen, dai permanent 
intravenése Injektion von Ferricitrat eine Steigerung der tiaglichen 
Eisenmenge im Harn, und zwar von 0,38 bis zu 2,61 mg, hervorruft, 
und die Injektion von Ferrolactatlisung sogar eine Steigerung bis zu 
7,53 mg (Versuch Nr. 1). 

Die Wirkung der intravenésen Injektion von Ferrolactatlésung 
war im Versuch Nr. 2 noch erheblicher, indem die tagliche Eisenmenge 
im Harn sich von 0,08 bis zu 13,2 mg steigerte. 


1 V. Henriques und A. Roche, Bull. Soc. chim. biol. 9, 501, 1927. 
2 Naheres hieriiber s. V. Henriques und A.C. Andersen, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 88, 357, 1913. 





V. Henriques u. H. Roland: 





1. 
Hund, Gewicht 25 kg. Der Hund wurde mit Brot und Fett gefiittert. Fe im 
Futter war pro Tag 24,3 mg. Kaniile in Vena jugularis. 


Versuch Nr. 


















Fe Fe Fe in Injizierte 
Dat Intravends injizierte injiziert im Harn Fazes Flussigke:t Fazes 
om Flissigkeit proTag pro Tag pro Tag pro Tag Pro Tag 








mg mg mg com g 











19. V. 0.38 34.7 - 369 
20. V. 0,9 %ige Na Cl-Lés. - 0.34 23.8 820 236.5 
| ie 4 Ferricitratlosung 108.5 O.85 51.1 1000 492.7 
 ™ F Na Cl-Lésung 0.89 249 1000 301.0 
93. V. ms O83 8.5 1000 107.2 
ee Ferricitratlosung 112.8 2.11 38,9 1040 424.5 
26. V. . 110.7 2.61 14,1 1020 130.6 
26. V. NaCl-Lésung 2.38 42.3 980 416.9 
27. V. a 1,69 19.4 1120 200.9 
28. V.  Ferrolactatlésung 110.0 2,32 13.1 660 162.1 
29. V. - -- 10.5 - 764 
30. V. — 1,18 228 210,1 
Si. V. — 0.69 57.4 446.4 
wa. Na Cl-Lésung 0.40 27.6 1040 282.3 
2. VI P: 0.50 44,7 1180 370.1 
§. VI. Ferrolactatlésung 146.9 2.11 22.7 1020 193.3 
4. VL. FA 146.9 3.57 15.7 1020 140.8 
5. VI. re 152.6 5.70 24.9 1060 267.1 
6. VI. so 158.4 7.53 19.9 1100 199.3 
7. VI. Na Cl-Loésung 1,43 21,1 L080 227.5 
8. VI. os 1.78 19.0 1000 214.6 
9. VI. 1,50 20,9 - 220.3 
10. VI. -- 0.80 223 183.6 
11. VI. 0.65 54.4 335.1 
12. VI. 0,40 16.4 165.4 
13. VI. — 0.62 43.5 359.3 
14. VI. 0.63 18.5 149.2 
15. VI. - 0,23 19.6 162.9 
16. VI. 0,46 42 4 343.0 


Aus beiden Versuchen geht des weiteren hervor, dai} der Eisen- 
gehalt des Harns nach Beendigung der Injektionen sehr schnell auf den 
urspriinglichen Wert wieder herabgeht. 

Die Eisenmenge in Fazes wurde dahingegen durch die Injektion 
nicht gesteigert, indem die tagliche Eisenausscheidung in Fazes im 
Versuch Nr. 1 vor Injektion der Eisenlésung durchschnittlich 32,5 mg, 
nach Anfang der Injektion durchschnittlich 27,3 mg betrug. Die ent- 
sprechenden Werte stellten sich im Versuch Nr. 2 auf 9,2 bzw. 9,4mg 
Eisen. 

Die Ergebnisse dieser Versuche zeigen, daB die Hauptmenge des 
injizierten Eisens auf lange Zeit im Organismus retiniert bleibt. 


Diese Retention ist iibrigens eine bereits auf anderem Wege be- 
kannte Erscheinung, indem die mikroskopische Untersuchung der 
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Versuch Nr. 2. 
n Hund, Gewicht 14,4 kg, wurde mit Brot und Fett gefiittert. Fe im Futter 
war 9,5 mg pro Tag. Kaniile wurde in Vena jugularis dext. eingelegt. 








neem tdbibtede Fe injiziert Fe im Harn Fe in Fazes 
Detum Fliissigkeit pro Tag pro Tag pro Tag 
- mg mg mg 
6.—13. TT. Ferrolactatlosung 163.8 0.08 G2 
14. Ill - 187,7 5,7 9,3 
’ 15. Il. B 228,2 11,7 
16. TL. 13,2 7,0 
) 17. II. 6,2 8.7 
) 18. IIL. 0.5 
: 19. LIT. 17,6 
; 20. IIT. 0.35 
) 21. HI. 0,15 14.9 
) 22. IIT. 0,18 13,4 
23. III. 0,12 8.4 
{ 24. Ill 0,41 12,7 
1 25. III. 0.30 16,0 
nl 26. I 0,13 7.0 
3 27. Ill 0.08 
1 28. III 0,12 26,1 
3 29. IL. 0,19 5.3 
g 30. 1L.— 3. IN 0.06 8.4 
1 4 8. IV. O11 11,8 
2 9,—13. IV 0.14 10.7 
5 
6 Versuch Nr. 3. 
3 Hund, Gewicht 13,7 kg, wurde mit Brot (150g pro Tag) und Fett (50g) 
6 gefiittert. Durch Vena jugul. wurde 4 Tage (29. Oktober bis 1. November) 
: eine Lésung von Ferrolactat injiziert. Eine Kaniile war in die Gallenblase 
3 eingelegt und Ductus choledochus unterbunden und durchgeschnitten. 
9 Die Galle wurde kontinuierlich in einem Behalter am Bauche aufgesammelt. 
9 
oO Gallenmenge Fe in der Galle Fe in Fizes Fe im Harn Fe injiziert 
Tax pro Tag ro Tag pro Tag pro Tag pro Tag 
ccm mg mg mg mg ‘ 
en- 
len 21. X. 36 0,17 15,4 
22. X 458 0,10 11,0 
23. X 53 0,19 13,0 
ion 24. X 65 0.40 
im 25. X. 62 0,22 ' 
26. X. 45 0,14 23,9 0.12 
mg. 27. X. 65 0,13 0.17 
nt- 28. X. 66 ? 15.3 0.19 
mg 29. X 65 0,17 17,5 2 52 1190 
30. X 55 0.21 10.6 5.09 131.2 
a1. X. 70 (0,24 18,0 3.29 138,5 
des 1. XI 50 0,09 546 87,6 
2 XI. 20 0,09 14,5 0.74 
be. 3. XL. 73 0,40 13,1 0.36 
4. XI. 85 0,11 11,8 0.19 
der 5. XL. 66 0,15 5,7 0.15 
Biochemische Zeitschrift Band 201 39 
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inneren Organe, und zwar insbesondere von Leber und Milz, nach 
Injektion von Eisensalzen eine erhebliche Eisenablagerung (A up/fersche 
Zellen) manifestiert. 

Wie in den beiden ersteren Versuchen, zeigt sich im Versuch Nr. 3 
nach permanent intravendéser Eisenlésunginjektion eine erhebliche 
Steigerung der taglichen Eisenausscheidung im Harn, und zwar von 
ungefahr 0.2 bis zu 5.5 mg. Nach Aufhéren der Injektion geht die 
Eisenausscheidung sehr schnell auf den urspriinglichen Wert wieder 
zuriick. 

Mit Bezug auf Fiizes entsprechen die hier in Erscheinung tretenden 
Verhaltnisse im wesentlichen denjenigen der beiden ersteren Versuche, 
indem durchschnittlich wihrend der Vorperiode 9,8 mg, wahrend der 
Versuchsperiode 11,4mg, und wihrend der Nachperiode 11,3 mg 
Eisen tiglich zur Ausscheidung gelangten 

Die Eisenausscheidung durch die Galle erfahrt wahrend oder nach 
der Injektion ebenfalls keine Erhéhung, indem die Eisenmenge der 
tiiglich ausgeschiedenen Galle wihrend der Vorperiode durchschnittlich 
0.19 mg, waihrend der Injektionsperiode durchschnittlich 0,18 mg und 
wihrend der Nachperiode durchschnittlich 0,19 mg ausmachte 

Die Eisenausscheidung durch die Galle ist, wie aus dem Versuch 
Nr. 3 ersichtlich, bei dem Hunde ganz unerheblich. 

Uber die Eisenausscheidung durch die Galle bei dem Menschen 
liegen mehrere Untersuchungen vor. Wir unsererseits haben die Ge- 
legenheit gehabt, bei einem an Choledochusfistel leidenden Patienten 
die Eisenmenge der durch die Fistel herausflieBenden Galle wahrend 
einer Periode von 3 Tagen zu untersuchen, und zwar mit folgendem 





Ergebnis: 
Tagliche Tagliche 
Nr Gallenmenge Eisenmenge 
ccm mg 
l 235 0.40 
2 368 0.45 
3 720 0.50 


Das Problem des Eisenstoffwechsels ist, trotz der seiner Erlauterung 
gewidmeten groBen Arbeit, noch immer nicht erschépfend erforscht 

Aus den Ergebnissen der im vorstehenden dargestellten Versuche 
diirfen wir die SchluBfolgerung ziehen, daB die durch die Nieren und 
die Galle taglich zur Ausscheidung gelangenden Eisenmengen im ganzen 
kaum |, bis 1 mg tiberschreiten. 

Die Resorption von Eisen seitens der Darmwand ist ebenso sicher 
festgestellt, wie die Eisenausscheidung durch den Darm. Die Grdébe 
dieser Resorption bzw. der Ausscheidung bei gesunden erwachsenen 
Menschen ist aber noch eine offene Frage, iiber welche uns nur sehr 
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weniges bekannt ist. Es mag sich um sehr geringfiigige oder sehr er- 
hebliche Mengen handeln. Die Erforschung der Tragweite des Eisen- 
stoffwechsels innerhalb des Organismus bleibt das Ziel zukiinftiger 
Bemiihungen 

Ergebnisse. 

1. Durch Analysierung der 24stiindigen Harnmenge teils gesunder, 
teils kranker Individuen haben wir unsererseits zwischen 0,08 und 
0.32 mg schwankende Eisenmengen gefunden, wihrend die dies- 
beziiglichen Angaben sonst durchgiingig auf ungefihr Img _ pro 
24 Stunden lauten. Unsere Werte sind also allerdings niedriger als 
die gewohnlich angegebenen; der Ansicht von Lindzel, daB der Harn 
eisenfrei sei, vermégen wir indessen nicht beizupflichten 

2. Nach permanent intravendser Injektion von Eisensalzen ist 
beim Hunde eine Steigerung der 24stiindigen Eisenmenge im Harn 
bis zu 13,5 mg konstatiert worden 

3. Die Eisenausscheidung durch die Galle ist sehr unerheblich; 
dieselbe betrug beim Hunde ungefahr 0.2 mg tiaglich. Bei einem Chole 
dochusfistelpatienten haben wir als Maximum 0,50 mg tiglich fest- 
stellen kénnen (wobei jedoch zu beriicksichtigen ist, daB ein Teil der 
Galle sicher in den Darm hineingelangt). 

4. Permanent intravenése Injektion von Ferrolactat ruft im 
Gegensatz zu den Harnerscheinungen in der Galle keine Steigerung 
der Eisenmenge hervor. 

















Wie viele Atmungsfermente gibt es? 


Von 
Otto Warburg. 


(Eingegangen am 1. Oktober 1928.) 


In zwei Arbeiten! diskutiert WM. Dixon die Frage, ob es 1 Atmungs- 
ferment oder viele Atmungsfermente gibt. Er kommt dabei zu keiner 
Entscheidung. Doch merkt man, da es ihm recht ware, wenn es még- 
lichst viele Atmungsfermente gibe, solche, die Eisen enthalten, und 
solche, die kein Eisen enthalten, unter den eisenhaltigen Tetrapyrrol- 
eisenverbindungen, Cysteineisenverbindungen und viele andere. 

In Dixons Gedankengang spielt es eine Rolle, da Kohlenoxyd 
die Zellatmung unvollstandig, die Xanthin- und Succinoxydase itiber- 
haupt nicht hemmt. 

Was den ersten Fall anbetrifft, so hangt die Kohlenoxydwirkung 
in der Zelle von dem Druck des Kohlenoxyds ab. Bei hinreichend 
groBem Kohlenoxyddruck ist die Hemmung der Zellatmung vollstandig 
Fiir eisenfreie Atmungsfermente in der lebenden Zelle bleibt kein 
noch ,o geringer Atmungs-Rest. 

Dixons Frage, ob bei der Kohlenoxydwirkung in der Zelle das 
Cysteineisen beteiligt sei, ist zu verneinen, weil das Absorptionsspektrum 
der Carbonylverbindung des Atmungsferments ein Kohlenoxyd-Hamo- 
chromogen und kein Kohlenoxyd-Ferrocysteinspektrum ist. Weder 
die Form des Spektrums, noch die absolute GréBe der Lichtabsorptions- 
koeffizienten des Atmungsferments lassen hieran den geringsten Zweifel 
Ich will damit nicht sagen, daB das Cysteineisen in der Atmung keine 
Rolle spiele?. 


1 M. Dixon, Biochem. Journ. 21, 1211, 1927; 22, 902, 1928. 
2 Vgl. dazu O. Warburg und E. Negelein, diese Zeitschr. 200, 414, 1928. 
FuBnote 8S. 455. 
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Was das zweite Argument Dixons anbetrifft, die Nichthemmung 
der Oxydasen durch Kohlenoxyd, so weiS man aus der analytischen 
Chemie, daB die chemischen Reaktionen von dem Milieu abhiangen, 
in dem man sie ausfiihrt. Ich méchte das fiir unseren Fall durch ein 
Beispiel belegen 


Hechtleber, mit Sand zerrieben und mit Wasser extrahiert, liefert 


beim Zentrifugieren zellfreie Extrakte, die bezogen auf Trocken 
substanz oft ebensoviel Sauerstoff verbrauchen, wie unter sonst 


gleichen Bedingungen die intakten Gewebe. Beispielsweise fanden wir 
bei 20° fiir 


Hechtleber: Gewebeschnitte: Q,,* 0.55 
Extrakt | Vo. 0,63, Respirat. Quotient 1,02. 
Extrakt II: Qo. 0,24, Respirat. Quotient 0,59 


In Extrakt I wurde die Atmung durch Kohlenoxyd gehemmt 
wie die Atmung des Gewebeschnitts, in Extrakt I] wurde die Atmung 
durch Kohlenoxyd nicht gehemmt. Wie aus der GréBe der respirator 
schen Quotienten hervorgeht, war das Atmungsferment in Extrakt I] 
mehr geschidigt als in Extrakt I. 


Stoffwechselfermente sind in Extrakten im allgemeinen gegen 
Beeinflussungen unempfindlicher als in der intakten Zelle’. Toluol 
hemmt die Garung in der intakten Hefezelle, nicht aber die Garung 
im HefepreBsaft, was daher riihrt, daB durch die Extraktion die 
Fermente mit Fremdstoffen verunreinigt werden. Eine mit Fleisch 
und Blut zerriebene aktive Kohle verhalt sich als Katalysator anders 
als eine saubere Kohle 


Xanthinoxydase und Succinoxydase sind Niederschlige aus Zell- 
extrakten, die weder wie das Atmungsferment wirken, noch wie das 
Atmungsferment beeinfluBt werden. Vielleicht enthalten sie denatu- 
rierte Reste von Atmungsferment. Nennt man diese Niederschlige 
Atmungsfermente, so hat man zu unterscheiden zwischen Atmungs. 
fermenten. die die Erscheinungen der Atmung hervorrufen, und solchen 
die es nicht tun. 


Beschranken wir uns auf die Fermente erster Art, so ist auf 
Dixons Frage, wieviel Atmungsfermente es gibt, folgendes zu ant- 
worten: Jeder wei, daB sich die Natur zum Sauerstofftransport 


emm QO, 


> 
mg Trockensubstanz x Stunde 


' O. Warburg, Pfliigers Arch. 158, 19, 1914. 
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vorwiegend des Himoglobins bedient, da®8 nicht alle Hamoglobine 
identisch sind und daB auch andere Sauerstofftransportmittel, z. B 
Himocyanin, existieren. Entsprechend gibt es in der Natur nicht 
nur 1 Atmungsferment, aber der Mechanismus der Atmung in 
einem bestimmten Falle ist, wie der Mechanismus des Sauerstoff 
transports, ein bestimmter und einheitlich. Wie zum Transport des 


Sauerstoffs. so benutzt die Natur zur Verbrennung durch Sauerstoff 
vorwiegend einen Mechanismus. Denn das Atmungsferment in Hefe 
zellen und Chorion, in Leberzellen und Blutplattchen, in Leucocyten 
und Seeigeleiern verhilt sich im Prinzip gleich 











Uber die Wirkung 
des Kohlenoxyds auf Himatinkatalysen nach M. Dixon. 


Von 
Hl. A. Krebs. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 24. September 1928.) 


Dixon hat die von mir! beschriebene Hemmung der Hiimatin- 
katalysen durch Kohlenoxyd untersucht? und spricht die Vermutung 
aus, daB die Hemmung nur auftritt, wenn die Himatinlésungen gealtert 
sind. Diese wenig wahrscheinliche Annahme ist unrichtig. 

Wir benutzen Himin, das aus Pyridin-Chloroform-Eisessig um- 
kristallisiert ist und dessen Reinheit durch Bestimmung der Kohlen- 
oxydkapazitat gepriift ist. Frisch hergestellte Lésungen dieses Hamins 
werden in ihrer katalytischen Wirksamkeit durch Kohlenoxyd in dem 
von mir angegebenen Mae gehemmt. 

Dixon hat, wie aus seiner Arbeit hervorgeht, mit unreinem, metall- 
haltigem Cystein, unreinem, metallhaltigem Lésungsmittel und wahr- 
scheinlich auch mit unreinem Hamin gearbeitet. Wegen der Unreinheit 
seiner Reagenzien waren die Umsiitze in seinen Lésungen zu groB. Unter 
solchen Bedingungen sind Gas- und Fliissigkeitsraume nicht im Gleich- 
gewicht, und was man manometrisch mi®t, sind keine chemischen 
Reaktionsgeschwindigkeiten, sondern zufallige Konvektionsgeschwindig- 
keiten, die natiirlich durch Kohlenoxyd nicht beeinflubt werden. 


! H. A. Krebs, diese Zeitschr. 198, 347, 1928. 
? M. Dixon, Biochem. Journ. 22, 902, 1928. 

















Uber Hemmung der Ferrocysteinkatalyse durch Kohlenoxyd. 


Von 
Werner Cremer. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Biologie, Berlin-Dahlem.) 


(Eingegangen am 1. Oktober 1928.) 


Da Ferrocystein mit Kohlenoxyd reagiert!, liegt die Frage nahe 
ob die Ferrocysteinkatalyse durch Kohlenoxyd gehemmt wird. Dixon? 
fand keine Hemmung und schlieBt daraus, daB die oxydations 
katalytische Wirkung des Eisens durch Kohlenoxyd nicht ge 
hemmt wird. 

Dieser von vornherein unwahrscheinliche SchluB ist nicht richtig 
Dixon benutzte fiir seine Versuche ein Verhaltnis von peo/po,, wie 
Krebs? es zur Hemmung der Himinkatalysen vorgeschrieben hat 
Es ist richtig, daB bei diesem Verhiltnis py o/po, eine Hemmung det 
Ferrocysteinkatalyse nicht eintritt. Steigert man jedoch das Ver 
haltnis pp o/po,. 80 tritt Hemmung ein, was folgender Versuch beweist 

In einem KegelgefaB mit zwei Anhiangen mische ich 9,5 mg Cystein- 
chlorhydrat mit 0,3 mg Ferrosulfat und 2 ccm Borat pg 9,5 in Kohlen- 
oxydatmosphire. Nach beendigter Bildung von Kohlenoxydferro- 
cystein driicke ich 100 mm (= 1°.) Sauerstoff in das GefaB ein und 
finde im Dunkeln eine Sauerstoffiibertragung von 5 cmm in 5 Minuten 
Belichte ich das VersuchsgefaB mit einer 75-Volt-Metallfadenlampe 
aus 6cm Entfernung, so dissoziiert das Kohlenoxydferrocystein, und 
die Sauerstoffiibertragung steigt auf das Vierfache. 

Dixon iibersah, dyB Haimin und Ferrocystein verschiedene Sub- 
stanzen sind. Verschiedene Substanzen haben verschiedene Affinitaten 
zu Kohlenoxyd und Sauerstoff, und deshalb ist das Verhaltnis pg 9/ po, 
bei dem eine Hemmung eintritt, fiir Haminkatalysen und Ferro- 
cysteinkatalysen verschieden. 


1 W. Cremer, diese Zeitschr. 194, 231, 1928. 
2 M. Dixon, Biochem. Journ. 22, 4, 902, 1928. 
3 H. A. Krebs, diese Zeitschr. 198, 347, 1928. 
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Berichtigung 


zu der Arbeit ,,Stickstoffwechsel des Menschen nach totaler Resektion 
des Magens“ von L. Solowiew, diese Zeitschr. 199, 121, 1928: 
S. 124, Zeile 5 von unten muB es heiBen: 650 cem statt 550 ccm. 


~ 


S. 124, Zeile 3 von unten muB es heiBen: 300 com statt 500 ccm. 


-Ammoniak und P,O, in der Tabelle auf S. 129 wurden von 
Pu 2V5 
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